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1 Einleitung 
Adulte Stammzellen sind vielversprechend hinsichtlich klinischer Anwendungen und 
regenerativer Medizin. Hämatopoetische Stammzellen (hematopoietic stem cells - HSCs) 
sind bisher die am besten charakterisierten somatischen Stammzellen. Ihre in vitro 
Expansion ist derzeit jedoch nicht sehr erfolgreich bezüglich des therapeutischen Potentials 
dieser Zellen. Blutbildende hämatopoetische Stamm- und Vorläuferzellen befinden sich 
natürlicherweise im Knochenmark im adulten Organismus. Dort werden sie von einer 
komplexen Mikroumgebung aus Stromazellen und den von ihnen sezernierten Molekülen 
umgeben. Diese speziellen Bereiche, sogenannte „Stammzellnischen“, bieten strukturelle 
und physiologische Bedingungen für das Wachstum und das Überleben der Zellen und 
steuern die Zusammensetzung der Vorläuferzellpopulation und den Differenzierungsstatus 
der HSCs (Fuchs et al., 2004; Watt und Hogan, 2000). Eine Stammzell-Nische kann somit 
als eine räumliche Struktur definiert werden, in der sich Stammzellen befinden, die die 
Möglichkeit der Selbsterneuerung beibehalten ohne dass Differenzierungsprozesse 
stattfinden. Die molekularen Interaktionen zwischen HSCs und den zellulären Bestandteilen 
dieser Nischen sind zur Steuerung des Gleichgewichts zwischen HSC Selbsterneuerung und 
Differenzierung da. Dieser Fakt weist darauf hin, dass zukünftige erfolgreiche Expansionen 
von Blutstammzellen für den therapeutischen Einsatz eine dreidimensionale Rekonstruktion 
der Stammzell-Nischen erfordern (Wilson und Trumpp, 2006).  
Stammzellen funktionieren nicht nur in dem Gewebe, in dem sie sich befinden, sondern 
können auch in andere Organe übertragen werden. Dies ist bspw. die Basis für erfolgreiche 
Transplantationen von Knochenmarkstammzellen, um z.B. Blutkrankheiten wie Leukämien 
oder Tumorpatienten nach einer Chemotherapie zu behandeln. Zu berücksichtigen ist dabei, 
dass sie vom Immunsystem des Empfängers bei Unverträglichkeit abgestoßen werden 
können, da sie immunologisch sehr verschieden sind. Problematisch bei 
Stammzelltransplantationen ist zum einen die begrenzte Verfügbarkeit an Stammzellen aus 
dem jeweiligen Spenderorganismus und zum anderen ihre schwere in vitro Vermehrung.  
Ähnlich wie im Knochenmark kommen in Nabelschnurblut Neugeborener hämatopoetische, 
endotheliale und mesenchymale Stammzellen vor. Dabei ist die Konzentration unreifer 
Stammzellen im Vergleich zum Knochenmark höher. Außerdem zeigen sie bessere 
Proliferationsraten und eine bessere Verträglichkeit nach Transplantationen, was auf den 
geringeren Anteil an unreifen T-Zellen im Knochenmark zurückzuführen ist. Ein großer 
Vorteil ist, dass die Isolierung der Zellen kein Risiko für den Spender darstellt und dass sie 
aus ethischer Sicht unbedenklich sind. Dennoch haben Stammzellen des Nabelschnurblutes 
ein vergleichbares Entwicklungspotential zu dem adulter Stammzellen. Die Menge an 
Nabelschnurblut, aus der Stammzellen isoliert werden können, ist jedoch im Vergleich zu 
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Knochenmark sehr gering (ca. 60ml). In der vorliegenden Arbeit wurden neben primären 
Blasten ausschließlich HSCs aus Nabelschnurblut isoliert und verwendet.  
 
1.1 Hämatopoese 
Im Allgemeinen werden Stammzellen als Zellen beschrieben, die sich durch ihre Fähigkeit 
der Selbsterneuerung und der Generation von maturen Zellen unterschiedlichster Gewebe 
auszeichnen (Reya et al., 2001; Till und McCulloch, 1961). Durch Zellteilung können zwei 
verschiedene Typen von Nachkommen erzeugt werden. Zum einen entstehen durch 
Selbsterneuerung Tochterzellen, die eine identische Kopie der Mutterzelle darstellen. Zum 
anderen entstehen Tochterzellen, deren Eigenschaften nicht mehr identisch mit denen der 
Ausgangszelle sind. Diese Zellen besitzen nicht mehr die Eigenschaft der Selbsterneuerung. 
Im Gegensatz zu der Mutterzelle sind sie durch die Fähigkeit zur Differenzierung in der Lage, 
spezifische Aufgaben im Organismus zu übernehmen. Folglich ist die Definition von 
Stammzellen funktionell und dementsprechend kann eine weitere Charakterisierung bzw. 
Klassifizierung über das Differenzierungspotential erfolgen (Wagers und Weissmann, 2004). 
Die momentan am besten erforschten Stammzellen sind HSCs, da viele Erkrankungen wie 
z.B. Leukämien, Lymphome oder Stoffwechselerkrankungen mit dem Blut und daher der 
Hämatopoese und den dazugehörigen Stammzellen in Verbindung stehen (Smith et al., 
2003). Als Hämatopoese bezeichnet man die kontinuierliche Bildung von Blutzellen. HSCs 
können also unterteilt werden in Zellen, die unbegrenzt in der Lage sind, sich selbst zu 
erneuern (long-term HSCs) und solche Stammzellen, die nur ein begrenztes Potential zur 
Selbsterneuerung aufweisen (short-term HSCs). Letztere differenzieren zu multipotenten 
hämatopoetischen Progenitoren, aus denen myeloide und lymphoide Stammzellen 
hervorgehen (Morrison, 1995). Aus diesen Vorläuferzellen bilden sich wiederum über 
Differenzierungszwischenstufen die acht verschiedenen Blutzelltypen (Abb.1.1). Lymphoide 
Progenitorzellen bringen T- und B- Lymphozyten sowie Natürliche Killerzellen hervor. Aus 
den myeloiden Vorläuferzellen entstehen einerseits myelo-monozytäre Vorläuferzellen, die in 
Granulozyten und Makrophagen differenzieren können sowie megakaryozytär-erythroide 
Progenitoren, aus denen Thrombozyten, Megakaryozyten und Erythrozyten hervorgehen. 
Sowohl lymphoide- als auch myeloide Progenitorzellen können über entsprechende 
Vorstufen Dendritische Zellen hervorbringen (Passegué et al., 2003). 
Die Bildung und Freisetzung zirkulierender hämatopoetischer Zellen beträgt im adulten 
Menschen etwa eine Milliarde Granulozyten, zweieinhalb Milliarden Thrombozyten und 
zweieinhalb Milliarden Erythrozyten pro Kilogramm Körpergewicht und Tag (Williams et al., 
1990). Im Allgemeinen erfolgt die Hämatopoese in Milz, Thymus und Knochenmark. Dabei 
findet die Ausreifung von Lymphozyten in Milz und Thymus statt, während die 
hämatopoetischen Stammzellen nur im Knochenmark anzutreffen sind. Alle zirkulierenden 
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Blutzellen entstehen dabei durch Differenzierung multipotenter Vorläuferzellen, welche von 
wenigen hämatopoetischen Stammzellen hervorgebracht werden.  
Das klassische hämatopoetische System aller adulten Säugetiere beschreibt ein 
hierarchisches System von Zellen, an deren Spitze wenige pluripotente hämatopoetische 
Stammzellen stehen, die in der Lage sind, ein Leben lang sämtliche zirkulierende Blutzellen 
hervorzubringen (Wu et al., 1967; Wu et al., 1968; Till et al., 1961; Siminovitch et al., 1963).  
 
 
Abb.1.1: Modell der Hämatopoese. Bei HSCs werden zum einen Stammzellen unterschieden, die 
sich selbst unbegrenzt rekonstituieren können und somit ein unbegrenztes Potential der 
Selbsterneuerung aufweisen. Diese Zellen werden als sogenannte Langzeit (LT - long-term) HSCs 
bezeichnet. Stammzellen mit einem begrenzten Selbsterneuerungspotential nennt man Kurzzeit (ST – 
short time) HSCs. Diese sind in der Lage in sogenannte multipotente hämatopoetische Progenitoren 
(MPP) zu differenzieren. MPPs haben kein Selbsterneuerungspotential mehr. Aus ihnen gehen 
myeloide (CMP – common myeloid progenitor) und lymphoide (CLP – common lymphoid progenitor) 
Stammzellen hervor, aus welchen sich über Differenzierungszwischenstufen die verschiedenen 
Blutzelltypen bilden. Aus myeloiden Stammzellen können myelo-monozytäre Vorläuferzellen (GMP) 
hervorgehen, die in Granulozyten und Makrophagen differenzieren können. Aus ihnen können auch 
megakaryozytär-erythroide Progenitorzellen (MEP) entstehen, die in Erythrozyten, Thromboztyen und 
Megakaryozyten differenzieren können. Aus lymphoiden Stammzellen können B- und T-Lymphozyten 
sowie Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) hervorgehen. Über entsprechenden Vorstufen können 
sowohl lymphoide also auch myeloide Stammzellen in Dendritische Zellen differenzieren (modifiziert 
nach Passegué et al., 2003). 
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1.2 Charakterisierung von Stammzellen 
Für die Isolierung, Vermehrung und Differenzierung von Stammzellen in vitro ist eine genaue 
Charakterisierung erforderlich. Spezifische Marker und Eigenschaften adulter Stammzellen 
machen die Isolierung und Identifizierung im Organismus möglich (Alison et al., 2005). Im 
Allgemeinen zeigen Stammzellen im Vergleich zu ihren differenzierten Nachkommen in 
Geweben keine spezialisierten Eigenschaften und Funktionen. Eine phänotypische 
Untersuchung mit Hilfe von Stammzellmarkern kann für die Identifizierung und 
Charakterisierung sehr hilfreich sein, ersetzt aber in keiner Weise eine funktionelle Analyse 
von Stammzellen, denn phänotypische Untersuchungen allein umfassen nicht unbedingt den 
vollen Funktionsumfang der Zellen. Civin et al. beschrieb bereits 1984 die Anreicherung sehr 
früher koloniebildender Vorläuferzellen mit Hilfe von Antikörpern (Andrews et al., 1986; Civin 
et al., 1984). Bei dem von ihm identifizierten Oberflächenadhäsionsmolekül handelte es sich 
um das Antigen CD34, welches von hämatopoetischen Vorläuferzellen exprimiert wird 
(Krause et al., 1996). In in vivo Experimenten wurde die Pluripotenz dieser Zellen 
nachgewiesen. Die Hämatopoese wurde nach einer Transplantation von CD34+ Zellen in 
letal bestrahlten Empfängern stabil wieder hergestellt (Berenson et al., 1988). Momentan 
sind HSCs, isoliert aus Nabelschnurblut, phänotypisch beschrieben als CD34 +, CD38 -, 
CD90 +, CD45RA -, ausgereifte Zellen (Majeti et al., 2007). Diese Art der Charakterisierung 
dient in der klinischen Praxis zur Isolierung und Anreicherung von HSCs damit diese für 
therapeutische Zwecke genutzt werden können (To et al., 1997).  
Aufgrund von eingeschränkten Untersuchungsmöglichkeiten am lebenden humanen 
Organismus ist es im Gegensatz zum murinen hämatopoetischen System weitaus 
komplizierter, die Biologie von humanen HSCs zu erforschen. Dafür sind in vitro 
Experimente, wie bspw. long-term culture-initiating cell (LTC-IC) assays, für den Nachweis 
der Klonalität von frühen HSCs, die in der Stammzellhierarchie frühen Progenitor-Zellen 
entsprechen, geeignet. Neben dem Selbsterneuerungspotential und der Fähigkeit zu 
differenzieren, ist ihre Klonalität eine der entscheidenden Funktionen. Dabei muss eine 
einzelne Stammzelle in der Lage sein, spezialisierte Nachkommen zu bilden. Für die Analyse 
der Klonalität können HSCs über einen Zeitraum von bis zu zwölf Wochen hinweg mit 
Knochenmark- Stromazellen ko-kultiviert werden. Die Auswertung kann entweder direkt über 
die in Kultur entstehenden hämatopoetischen Zellklone erfolgen (cobblestone area-forming 
cells: CAFC), wobei sich der Langzeiterhalt der Zellen proportional ihres repopulierenden 
Potentials verhält (Guo 2001, Ploemacher et al., 1989, Sutherland et al., 1989). Das 
Vermögen der Wiederherstellung aller blutbildenden Zellen von HSCs kann jedoch nur in 
geeigneten in vivo Modellen getestet werden. Als Standard für den Nachweis humaner HSCs 
hat sich vor allem der Einsatz von NOD/ SCID Mäusen etabliert. NOD/SCID Mäuse sind 
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immundefiziente Mäuse, die eine Transplantation xenogener Materialien, z.B. humaner 
Zellen, ohne Abstoßungsreaktion erlauben (vgl. 2.16.).  
 
1.3 Stammzellmobilisierung und - Homing 
Hämatopoetische Stammzellen befinden sich unter natürlichen physiologischen 
Bedingungen vor allem im Knochenmark, aber lassen sich zu einem geringen Teil auch im 
peripheren Blut nachweisen (Berenson et al., 1988; To et al., 1997). Im Körper sind 
Stammzellen für das Überleben, die Selbsterneuerung, Proliferations- und 
Differenzierungsprozesse in bestimmten Nischen innerhalb des Knochenmarks zuständig. 
Diese komplexen Prozesse sind bisher nicht gut definiert bzw. verstanden (Kiel und 
Morrison, 2008). Die Nischen beschreiben eine Mikroumgebung bestehend aus einem 
Netzwerk von interagierenden Stromazellen, mesenchymalen Stammzellen/ Stromazellen 
(MSCs), Endo-thelzellen und endothelialen Progenitorzellen (EPCs), Fibroblasten und 
bestimmten Blut-Zelltypen. Detailliertere Kenntnisse über HSCs und ihre spezifischen 
Nischen könnten zu einer besseren klinischen Anwendung von HSCs, z.B. beim Anwachsen 
im Knochenmark nach Transplantationen, führen (Broxmeyer 2005). Die dabei bestehenden 
Zell-Zell-Interaktionen aber auch zellübergreifende Interaktionen, die sich wahrscheinlich in 
beide Richtungen bewegen (Nische zu HSC und HSC zu Nische) sind noch nicht vollständig 
aufgeklärt. HSCs sind also einerseits in der Lage aus den Nischen des Knochenmarks in den 
Blutkreislauf zu gelangen. Dieser Prozess der Mobilisierung von HSCs aus dem 
Knochenmark bedarf der Unterdrückung ihrer Adhäsion an Stromazellen. Durch die exogene 
Gabe von Wachstumsfaktoren kann der Übergang von Progenitorzellen in den Blutkreislauf 
induziert werden und für klinische Anwendungen genutzt werden (Dührsen et al., 1988; To et 
al., 1997).  
Andererseits sind Stammzellen in der Lage, an anderen Stellen aus der Blutzirkulation 
wieder in das Knochenmark zurückzufinden. Dieses Phänomen wird als Homing bezeichnet. 
Ihre Fähigkeit, beschädigtes Gewebe zu regenerieren (Wright et al., 2001) bzw. nach 
Transplantationen gezielt das Knochenmark das Empfängers zu besiedeln, spiegelt dabei ihr 
physiologisches Potential wider und ist die Grundlage für Knochenmark- und 
Stammzelltransplantationen. Während bei der Freisetzung und Mobilisierung von HSCs aus 
dem Knochenmark die Adhäsion an Stromazellen unterbrochen wird, sind bei der 
zielgerichteten Einwanderung von HSCs in das Knochenmark neben Adhäsionsmolekülen 
vermutlich auch chemotaktisch wirksame, parakrine Faktoren beteiligt. Der 
Chemokinrezeptor CXCR4 und sein Ligand SDF-1 spielen dabei eine essentielle Rolle 
(Abkowitz et al., 2003; Brenner et al., 2004; Dar et al., 2006; Kollet et al., 2002; Lapidot, 
2001; Lapidot und Petit, 2002; Peled et al., 1999; Spiegel et al., 2008; Shaheen und 
Broxmeyer, 2009 – siehe 1.4.3.). SDF-1 ist ein essentieller chemotaktischer Faktor für HSCs, 
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unreife CD34+ Blutzellen und T-Zellen. Abbildung 1.2 zeigt das Homing von HSCs durch den 
Blutkreislauf in das Knochenmark. Dabei kommt es zunächst zu Interaktionen ihrer 
Adhäsionsmoleküle mit den jeweils korrespondierenden Liganden auf den 
Gefäßendothelzellen (Baggiolini, 1998). Nach dem „Rollen“ der Zellen an den Gefäßwänden 
mit Hilfe von Integrinen und Selektinen (P- und E-Selektin) kommt es zu einer kurzfristigen 
Adhäsion an endotheliale Zellliganden via ICAM-1 (Intracellular cell adhesion molecule) 
(Peled et al.,1999a). Gleichzeitig wird das homöostatische Chemokin SDF-1, welches durch 
Stromazellen synthetisiert wird, in umliegende Gewebe sezerniert. Die Stimulation von 
CXCR4 durch endothelgebundenes SDF-1 aktiviert die hämatopoetischen Vorläuferzellen. 
Diese Aktivierung hat eine stabile Anheftung an das Endothel („arrest“) zur Folge und 
reguliert dadurch die kontinuierlich stattfindende Migration der Vorläuferzellen durch das 
Knochenmarkendothel (Baggiolini, 1998; Kim und Broxmeyer, 1999; Mohle et al., 1997; 
Peled et al., 1999). In Gegenwart von SDF-1 erfolgt die ICAM-1-vermittelte Adhäsion an 
Endothelzellen durch die Bindung der Integrinliganden. Unter Abwesenheit von Selektinen ist 
SDF-1 in der Lage die VLA-4 (Very late antigen)- und VLA-5-vermittelte Anheftung und G-
Protein-vermittelte Bindung an VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule) und Fibronektin 
zu wählen (Higaldo et al., 2001; Peled et al., 2000). CXCR4-positive HSCs werden also 
durch SDF-1 so stimuliert, dass die Integrine VLA-4, VLA-5 und LFA-1 (Leukocyte function 
antigen) auf CD34+ Zellen aktiviert werden und an die endothelialen Liganden VCAM-1, 
ICAM-1 sowie an Komponenten der Extrazellulärmatrix (wie Fibronektin) binden. 
Anschließend kommt es zur Diapedese der Zellen durch das Knochenmarkendothel und zur 
weiteren Migration entlang des SDF-1-Gradienten bis hin zum Knochenmark, dem Ort der 
höchsten Chemokinkonzentration (Eugene, 1996; Springer, 1994). Im Knochenmark stehen 
HSCs in unmittelbarem Kontakt zu Stromazellen und endostealen Osteoblasten. Für 
Stromazellen wurden bereits zahlreiche Interaktionen mit HSCs beschrieben: die Sekretion 
von Zytokinen und Chemokinen wie Angiopoetin, SDF-1 oder Thrombopoetin, die das HSC 
Homing-, deren Proliferations- und Differenzierungskapazität regulieren (Metcalf, 2008; 
Lapidot et al, 2005), aber auch ihr Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung durch 
Zell-Zell-Kontakte und die Bildung von löslichen Faktoren (Majumdar et al., 2000).  
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Abb.1.2: Modell des Homings von HSCs in das Knochenmark. Humane, CD34+ HSCs zirkulieren 
durch den Blutkreislauf. Dabei interagieren sie mit Hilfe ihrer Adhäsionsmoleküle (E- und P-Selektine) 
mit den jeweiligen korrespondierenden Liganden auf den Endothelzellen. Stimuliert durch SDF-1, 
gebildet von Zellen der hämatopoetischen Mikroumgebung, werden auf CXCR4-positiven HSCs 
Adhäsionsrezeptoren aktiviert. Dabei handelt es sich um Integrinrezeptoren (LFA-1, VLA-4 und VLA-
5). Durch die Bindung an die vaskulären Liganden VCAM-1 oder ICAM-1 kommt es zu einer stabilen 
Adhäsion der Zellen an das Gefäßendothel. Es werden ebenfalls Komponenten der extrazellulären 
Matrix gebunden (z.B. Fibronektin). Zellen mit einer hohen CXCR4-Expression migrieren durch die 
Endothelschicht entlang eines SDF-1-Gradienten in das Knochenmark. Dort kommt es vor allem zur 
Interaktion von HSCs mit Stromazellen (nach Lapidot et al., 2005).  
 
Für Untersuchungen dieser Art sind in vitro Versuche nur begrenzt einsetzbar und daher 
Tiermodelle unabdingbar. Es wurde bereits am Mausmodell gezeigt, dass der Vorgang des 
Homings äußerst schnell abläuft und meistens nach 24 Stunden abgeschlossen ist (Kollet et 
al., 2001; Negrin et al.,2002). In vivo wurde eine positive Interaktion von HSCs mit 
Osteoblasten (Calvi et al., 2003) oder Stromazellen (Paul et al., 1991) beschrieben, aber 
auch andere zelluläre Komponenten wie u.a. Fibroblasten, Adipozyten, Osteoklasten, 
Makrophagen oder Endothelzellen interagieren positiv mit HSCs (Mazo und von Andrian, 
1999). Außerdem wurde gezeigt, dass Stromazellen das Anwachsen von transplantierten 
HSCs im Knochenmark verbessern und das Risiko eines Transplantatversagens verringern 
(Koc et al., 2000). 
Interaktionen von Stamm- und Vorläuferzellen mit ihren extrazellulären Nischen sind für das 
Schicksal einer Stammzelle entscheidend. So sind Cadherin/Catenin- und BMP-regulierte 
Signalwege für die Erhaltung der Anzahl und für die Interaktion von HSCs mit Osteoblasten 
identifiziert worden (Zhang et al., 2003). In neueren Studien wurde berichtet, dass HSCs 
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durch Gα- vermittelte Signaltransduktion (Adams et al., 2009) und durch den Transforming 
Growth Factor-β (TGF-β) (Basu and Broxmeyer, 2005) und die intrazelluläre Protein 
Phosphatase 2A (PP2A), die in SDF-1-abhängige Aktionen involviert ist (Basu et al., 2007), 
im Knochenmark anwachsen. TGF-β (Qian et al, 2007;. Yamazaki et al, 2009), 
Thrombopoetin und sein Rezeptor MPL (Yoshihara et al, 2007.) sind als mögliche 
Knochenmarksignaltransduktionsmoleküle in den Nischen identifiziert worden, die HSCs zu 
einer verringerten Zellzyklusaktivität und einem bleibenden Ruhezustand („Quiescence“) 
bewegen. Aber auch Nf2/Merlin, beschrieben als Regulator von HSCs, ist in der Lage deren 
Funktion durch Veränderung der Architektur der Mikroumgebung zu regulieren (Larsson et 
al., 2008). 
 
1.4 Der Chemokinrezeptor CXCR4 und sein Ligand SDF-1 
CXCR4, ein Rezeptorprotein aus der Familie der Chemokinrezeptoren, steht für CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 4, auch bekannt als SDF-1 Rezeptor. Erstmals wurde er 1994 als 
Leukocyte-derived seven transmembrane domain receptor (LESTR) von Loetscher et al. 
beschrieben (Loetscher et al., 1994). Er wird aber auch als CD184 (Moriuchi et al., 1997; 
Caruz et al., 1998) und als Fusin bezeichnet, abgeleitet von seiner Funktion als Ko-Faktor für 
den HI-Virus (Feng et al., 1996). Er zeichnet sich durch eine zylindrische Anordnung von 
sieben membrandurchspannenden Domänen aus. CXCR4 wurde bereits von zahlreichen 
Spezies geklont bspw. Mensch, Hund, Katze, Ratte, Maus oder Frosch. Der Rezeptor 
besteht aus 352 Aminosäuren und ist stark konserviert. Das humane Gen für CXCR4 ist auf 
dem Chromosom 2 Genlokus q21 (Horuk 2001) lokalisiert. Bekannt sind bereits zwei 
verschiedene Genprodukte, die durch alternatives Splicing entstehen. Das aus der 
Proteinbiosynthese resultierende Produkt hat ein Molekulargewicht von etwa 40 kDa und 
unterliegt Modifizierungen wie Glykosylierungen und Sulfatierungen. Neuere Erkenntnisse 
deuten darauf hin, dass CXCR4 in dimerer oder oligomerer Form vorliegen kann.  
CXCR4 ist auf vielen Zellen des blutbildenden Systems, wie T- und B- Zellen, Monozyten, 
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen exprimiert. Es wird aber auch 
auf Endothelzellen, Neuronen, Mikroglia, Astrozyten retinalen Pigmentepithelzellen, auf 
Tumorzellen wie z.B. menschlichen Mammakarzinomzellen, neuronalen Stammzellen und 
embryonalen Stammzellen nachgewiesen (Murdoch 2000; Horuk 2001; Kucia 2004). Die 
funktionelle Bedeutung von CXCR4 und seinem Liganden SDF-1 liegt in der Regulierung der 
Hämatopoese, von Entwicklungsprozessen wie der Organogenese, der Vaskularisierung, der 
Embryogenese, der Migration und des Homing von Blutstammzellen, das bei Stammzell-
transplantationen eine entscheidende Rolle spielt (Lataillade 2000; Murdoch 2000; Kollet 
2002; Zhang 2004). 
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Ein Knock-out von CXCR4 beeinträchtigt unter anderem die Entwicklung von B-Zellen oder 
induziert Fehlbildungen der Blutgefäße und des Gastrointestinaltraktes und führt zu einer 
fetalen Letalität (Horuk 2001; Zhang 2004). Anhand von Knock-out-Mäusen wurde gezeigt, 
dass ein Fehlen von CXCR4 oder seinem Liganden SDF-1 der Grund für schwerste 
Organschäden ist und die Tiere daher nicht lebensfähig sind (Ma et al., 1998; Nagasawa et 
al., 1996; Zou et al., 1998). Darüber hinaus ist CXCR4 neben CCR5 der wichtigste Ko-
Rezeptor für humane T-Zellen-befallende (T-trope) HI-Viren (Murdoch 2000; Horuk 2001). 
Für den körpereigenen CXCR4-Agonisten SDF-1 konnte durch die SDF-1 vermittelte 
Internalisierung von CXCR4 eine hemmende Wirkung auf HI-Viren nachgewiesen werden 
(Bleul et al., 1996).  
SDF-1 (stromal cell-derived factor-1), auch bekannt als CXCL12, gehört zu der Gruppe der 
Chemokine. Diese Polypeptide werden anhand ihrer Konfiguration der Cystein-Reste am N-
Terminus ihrer Aminosäureketten differenziert (Baggiolini, 2001). Unterteilt werden 4 
Gruppen: zunächst die sogenannten α-Chemokine (auch CXC-Chemokine), die durch die 
Trennung zweier Cysteinreste durch eine Aminosäure gekennzeichnet sind, des Weiteren 
die β-Chemokine (auch CC-Chemokine), die Cysteinreste aufweisen, die direkt 
nebeneinander liegen. Die dritte Gruppe beinhaltet die γ-Chemokine, welche nur einen 
Cysteinrest besitzen und die vierte Gruppe umfasst die δ-Chemokine, auch bezeichnet als 
CX3C-Chemokine, die dadurch gekennzeichnet sind, dass zwei Cysteinreste durch je drei 
Aminosäuren getrennt sind. SDF-1 gehört zur ersten Gruppe der Chemokine und wurde 
erstmals 1993 von Tashiro et al. als ein von Knochenmarkstromazellen produziertes Zytokin 
beschrieben. Tatsächlich beschränkt sich die Produktion nicht nur auf das Knochenmark, 
sondern SDF-1 wird auch in zahlreichen anderen Geweben produziert, die Stromazellen 
enthalten und fähig sind SDF-1 freizusetzen (Tashiro et al., 1993).  
Kucia et al. diskutierten 2005, dass die Funktionalität von CXCR4 und SDF-1 sowohl auf 
normalen als auch auf malignen Zellen durch verschiedene Faktoren moduliert wird (Kucia et 
al., 2005). Dabei spielt zum einen die Höhe der Rezeptorexpression auf der Zelloberfläche 
eine Rolle, des Weiteren der Sulfatierungsstatus des N-terminalen Teils des Rezeptors, aber 
auch die Expression und biologische Verfügbarkeit von SDF-1 in Geweben. Weitere 
Faktoren sind die Spaltung des N-terminalen Teils von CXCR4 auf den Zellen und von   
SDF-1 in den extrazellulären Raum durch Serin-Proteasen und Matrixmetalloproteinasen 
(MMP), die heterologe Desensibilisierung durch den CCR5-Rezeptor und die Modulation von 
CXCR4-Einlagerungen in Lipid Rafts der Membran. Die CXCR4/SDF-1-Achse wird durch 
mehrere externe Faktoren moduliert. Einerseits können von Leukozyten abstammende 
Proteasen oder Zelloberflächen exprimiertes CD26/ Dipeptidylpeptidase IV sowohl SDF-1 als 
auch den N-Terminus von CXCR4 spalten. Andererseits wird die CXCR4/SDF-1-Achse 
positiv durch Anaphylatoxin C3a, des-Arg C3a, Thrombin, Fibrinogen, Fibronectin, 
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Hyaluronsäure, ICAM-1, VCAM-1, und Zellmembran-abgeleitete Mikrovesikel reguliert 
(Janowska-Wieczorek et al., 2001, Wysoczynski et al., 2005). Sie wird ebenfalls negativ u.a. 
durch Polyenantibiotika, Lipopolysaccharide, Heparin, MIP-1α und RANTES beeinflusst 
(Avigdor et al., 2004; Kimura et al., 2004; Reca et al., 2003). All diese Moleküle sind in 
Geweben präsent, die von Gewebeschädigung oder Entzündungen betroffen sind und 
modulieren in unterschiedlicher Weise die Reaktionsfähigkeit von CXCR4-positiven, 
normalen und Krebs-Stammzellen zum SDF-1-Gradienten (Kucia et al., 2005).  
 
1.4.1 Durch CXCR4 kontrollierte molekulare Mechanismen 
Die Signaltransduktion für CXCR4 wird durch rezeptorassoziierte heterotrimere GTPasen (G-
Proteine) vermittelt. Bei G-Protein-gekoppelten 7-Transmembranrezeptoren kann direkt nach 
ihrer Aktivierung durch den jeweiligen Liganden transient Kalzium aus intrazellulären 
Speichern in das Zytoplasma freigesetzt werden (Morris und Malbon, 1999). Speziell für 
CXCR4 erfolgt eine solche Freisetzung durch die Zugabe von SDF-1 (Aiuti et al., 1997; 
Möhle et al., 2000). Wie in Abbildung 1.3 dargestellt ist, wird dabei die Phospholipase Cβ 
aktiviert und über Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat (IP3) intrazelluläres Kalzium 
ausgeschüttet. Kalzium aktiviert PYK2 (proline-rich tyrosine kinase 2), was möglicherweise 
zur Aktivierung von ERK1/2 führt (Bajetto et al. 2001). Nach SDF-1 Bindung kann es 
ebenfalls durch die G-Protein-vermittelte Aktivierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase 
(PI3K) zu einer Polymerisierung von globulärem Aktin zu filamentösem F-Aktin kommen und 
somit eine Reorganisation des Zytoskelettes stattfinden. Beide Mechanismen sind essentiell 
für die Migration von HSCs. Durch die Aktivierung der rezeptorassoziierten G-Proteine 
werden über Ras-Proteine MAP-Kinasen phosphoryliert und dadurch Proliferations- und 
Differenzierungsprozesse der Zellen beeinflusst (Ganju et al., 1998; Kucia et al., 2004; Lee 
et al., 2002; Lehman et al., 2001; Wang et al., 2000). Weitere Signalwege umfassen die 
Proteinkinase C, Phospholipase C-γ, MAP-Kinasen, Proteinkinase B (AKT- NFκB Achse) 
(Ratajczak et al., 2006). Außerdem führt CXCR4 zu einer Aktivierung des JAK/ STAT- 
Signalweges, dessen Relevanz für fast alle malignen hämatologischen Erkrankungen 
beschrieben ist. Zusätzlich zur proliferativen Wirkung auf Tumorzellen beeinflusst STAT3 das 
Tumorwachstum, indem es durch vermehrte VEGF-Expression die Angiogenese fördert (Niu 
et al., 2002). 
Es gibt eine Reihe von intrazellulären Molekülen, bei denen es eine direkte Verbindung zu 
funktionellen Aktivitäten von HSCs zu geben scheint (Shaheen und Broxmeyer, 2009), dazu 
zählen bspw. das Überleben, Selbsterneuerungsprozesse, Proliferations- und 
Differenzierungsprozesse sowie Migration (Homing, Mobilisierung und Chemotaxis). Die 
wichtigsten Signaltransduktionswege, die durch aktiviertes CXCR4 induziert werden, sind die 
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Aktivierung von intrazellulärem Kalzium, fokale Adhäsionsmoleküle wie proline-rich kinase-2 
(Pyk-2), Crk-associated substrate (p130Cas), focal adhesion kinase (FAK), Paxillin, Nck, 
Crk, Crk-L, Proteinkinase C, Phospholipase C-γ (PKC γ), die MAPK p42/44-ELK-1 und PI-
3K-AKT-NF-kappaB-Achsen (Ganju et al., 1998; Helbig et al. 2003; Kucia et al., 2004; Tilton 
et al., 2000; Wang et al., 2000; Zhang et al., 2001). 
 
 
Abb.1.3: Signaltransduktionswege der CXCR4-Achse. Es handelt sich um eine vereinfachte 
Darstellung der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion von CXCR4, die durch SDF-1 aktiviert wird. 
Aktiviertes CXCR4 bewirkt die Freisetzung von intrazellulären Kalzium-Ionen in das Zytoplasma 
(Bautz et al., 2001; Chan et al., 1994), über Ras-Proteine werden MAP-Kinasen, Phospholipase C, 
Rho- und Rac Kinasen phosphoryliert, G-Protein vermittelte Aktivierung von PI3K und Jak/Tyk-
Kinasen. Dadurch können Selbsterneuerungsprozesse, Proliferations- und Differenzierungsprozesse, 
Chemotaxis und Migration, Adhäsion und die Reorganisation des Zytoskelettes stattfinden (Ganju et 
al., 1998; Helbig et al. 2003; Kucia et al., 2004; Lee et al., 2002; Tilton et al., 2000; Wang et al., 2000; 
Zhang et al., 2001). 
 
Neuere Erkenntnisse haben gezeigt, dass Ubiquitin auch ein natürlicher Ligand von CXCR4 
ist (Saini et al., 2010). Ubiquitin ist ein kleines, aus 76 Aminosäuren bestehendes Protein, 
das hoch konserviert in eukaryotischen Zellen vorkommt. Es ist bestens bekannt für seine 
Funktion während des gezielten intrazellulären Abbaus ubiquitinylierter Proteine über das 
Ubiquitin-Proteasom-System. In zahlreichen Tiermodellen wurde gezeigt, dass Ubiquitin 
nachweislich ein entzündungshemmender Immunmodulator ist und endogen pro-
inflammatorische Schäden inhibiert (Majetschak et al., 2010). Es wird spekuliert, dass diese 
Interaktion durch CXCR4-abhängige Signalwege vermittelt wird. 
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1.4.2 Regulation der CXCR4 Expression 
Die Regulierung der CXCR4-Expression ist nur zum Teil verstanden. Verschiedene Zytokine 
haben einen Einfluss auf die CXCR4-Expression. Die funktionelle Zelloberflächenexpression 
von CXCR4 scheint durch den Stammzellfaktor (SCF-stem cell factor) und durch Interleukin-
6 (IL-6) reguliert zu werden (Peled et al., 1999). Allerdings exprimieren CXCR4-negative 
CD34+ HSCs intrazelluläres CXCR4, das rasch an die Zelloberfläche in Gegenwart von SCF 
und/oder IL-6 gelangen kann (Kollet et al., 2002).  
Während die Interaktion vieler Chemokinrezeptoren mit unterschiedlichen Liganden bekannt 
ist, ist die Interaktion von CXCR4 und SDF-1 spezifisch. Im Vergleich zu anderen 
Chemokinrezeptoren kommt es nach der Bindung des Liganden SDF-1 oder nach einer 
Proteinkinaseaktivierung zur Internalisierung von CXCR4 (Zhang 2004). Nach Bindung von 
SDF-1 erfolgt eine schnelle Endozytose von CXCR4 (Haribabu 1997; Tarasova 1998; Kucia 
2004). Dieser Prozess nach der Aktivierung durch die SDF-1-Bindung oder durch die 
Aktivierung der Proteinkinase C ist abhängig von der Anwesenheit des cytoplasmatischen 
Teils von CXCR4, welcher den N-Terminus des Rezeptors bildet (Haribabu 1997). Sowohl 
der N-Terminus von CXCR4 als auch die erste extrazelluläre Schleife des Rezeptors sind 
essentiell für die Bindung und Aktivität von SDF-1 (Kucia 2004). Sobald der N-Terminus von 
CXCR4 an SDF-1 gebunden hat, wird CXCR4 durch Phosphorylierung des intrazellulären C-
Terminus aktiviert. 
Wie bereits beschrieben, induziert die Bindung von SDF-1 und CXCR4 eine schnelle 
Internalisierung des Chemokin-Rezeptors. Der Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor 
(G-CSF), der für die Mobilisierung von HSCs aus dem Knochenmark verwendet wird, 
induziert den Abbau von SDF-1 durch die neutrophile Elastase. Geringere Konzentrationen 
von SDF-1 im Knochenmark führen zur Hochregulation von CXCR4 (Petit et al., 2002).  
 
1.4.3 CXCR4 und SDF-1 als Regulatoren für die Migration und das Homing von 
HSCs 
Im hämatopoetischen System wird das Auswandern von HSCs in die Blutzirkulation und das 
Homing von HSCs ins Knochenmark durch Wechselwirkungen des Chemokin-Rezeptors 
CXCR4 und seinem alleinigen Ligand SDF-1 geregelt (Abkowitz et al., 2003; Peled et al., 
1999). Der Verlust der Myelopoese in SDF-1-und CXCR4-defizienten Mäusen bzw. eine 
Steigerung der Myelopoese in CXCR4-transgenen Mäusen bestätigt die wichtige Funktion 
des Chemokin-Rezeptors bezüglich der Blutbildung im Knochenmark (Ma et al., 1998; 
Nagasawa et al., 1996; Zou et al., 1998). Die Aktivierung von CXCR4 durch die Bindung von 
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SDF-1 wird als zweistufiger Prozess beschrieben. Zunächst bindet SDF-1 an den 
extrazellulären N-Terminus des Rezeptors. Daraufhin taucht das N-terminale Ende des 
Chemokins in die Bindungstasche innerhalb der Transmembrandomäne von CXCR4 ein und 
aktiviert nach-folgend eine G-Protein gekoppelte Signaltransduktionskaskade (Crump et al., 
1997; Gupta et al., 2001). Die CXCR4-Signaltransduktion wird durch Rezeptor-
Internalisierung nach Phosphorylierung des C-terminalen Teils von CXCR4 beendet.  
CXCR4 spielt nicht nur beim Homing von hämatopoetischen Vorläuferzellen eine zentrale 
Rolle, sondern auch bei der Mobilisierung der Zellen über die Schranke des Knochenmark-
endothels hinweg (Lapidot, 2001; Petit et al., 2002). Die Mobilisierung von CD34+ peripheren 
Blutstammzellen (CD34+ PBSC) des Knochenmarks tritt entweder nach der Verabreichung 
von G-CSF (Inaktivierung von SDF-1 und Spaltung von CXCR4) oder AMD-3100 (partieller 
Agonist von CXCR4) ein (Levesque et al., 2003; Liles et al., 2003; Petit et al., 2002). Die 
CXCR4-Expression auf CD34+ HSCs sinkt während andauernder in vitro-Kultivierung 
(Denning-Kendall et al., 2003). In vitro kultivierte humane HSCs verlieren außerdem 
schrittweise ihr NOD/ SCID-Maus Rekonstitutionspotential, welches durch die Behandlung 
mit SDF-1 verbessert werden kann (Glimm et al., 2002). Während einer in vitro-Kultivierung 
verlieren HSCs nachweislich ebenfalls ihr Stammzellpotential (Brenner et al., 2004). In 
Patienten wurde gezeigt, dass CD34+ HSCs, die hohe Level von CXCR4 exprimieren, 
statistisch mit einer frühzeitigeren Rekonstitution der Hämatopoese nach einer 
Transplantation korrelieren (Spencer et al., 2001; Ma et al., 1999). Brenner et al. haben 
gezeigt, dass eine rekombinante Überexpression von CXCR4 das Vermögen kultivierter 
HSCs bewahrt, im Knochenmark anzuwachsen (Brenner et al., 2004). Diese Beobachtungen 
legen nahe, dass dem Verlust von CXCR4 auf CD34+ HSCs während der in vitro-
Kultivierung Prozesse vorausgehen, die das Potential der Beteiligung der Langzeit-
Hämatopoese verringern. 
 
1.4.4 CXCR4 bei metastasierendem Krebs 
In Mammakarzinomzellen wird CXCR4 durch NF-kappaB induziert und hat eine große 
Bedeutung für die Metastasierung des Tumors (Müller et al., 2001; Helbig et al., 2003). Der 
Ligand SDF-1 wird stark in Knochenmark, Lunge und Lymphknoten exprimiert, in die 
Brustkrebszellen bevorzugt metastasieren. Eine Neutralisation mit einem spezifischen 
monoklonalen Antikörper gegen CXCR4 oder eine Herunterregulierung mittels siRNA 
verhindert nachweislich die Metastasierung von Brustkrebszellen in die Lunge oder in die 
Lymphknoten in Mäusen (Chen et al., 2003). Ähnliche Studien haben gezeigt, dass die 
Invasion des Knochenmarks in Neuroblastoma (Geminder et al., 2001), Prostatakrebs 
(Taichman et al., 2002) und Rhabdomyosarcoma (Libura et al., 2002) teilweise abhängig 
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sind von der CXCR4/SDF-1-Achse. Krebszellen teilen oft phänotypische Merkmale mit 
hämatopoetischen Stammzellen. So könnte die Nutzung der CXCR4/SDF-1-Achse während 
der Verteilung der Krebszellen auf andere Gewebe ein allgemeines Konzept sein (Liotta, 
2001; Murphy, 2001). 
Bei Kindern mit akuter lymphatischer Leukämie sind hohe CXCR4 Expressionslevel stark 
prädiktiv für eine extramedulläre Organ-Infiltration (Crazzolara et al., 2001). CXCR4-
Inhibitoren wie AMD3100, AMD3465 und TC140012 verbessern während einer Therapie oft 
den zytotoxischen und antiproliferativen Effekt verschiedener Zytostatika (Juarez et al., 
2003). 
 
1.4.5 CXCR4 in leukämischen HSCs 
Wie auch bei normalen HSCs korreliert eine hohe Expression von CXCR4 in Zellen mit 
akuter myeloischer Leukämie (AML) mit einer SDF-1-induzierten Chemotaxis und könnte bei 
der Migration leukämischer Zellen ins Knochenmark eine Rolle spielen (Voermans et al., 
2002). Rombouts et al. zeigten, dass AML-Patienten, die eine hohen Expression von CXCR4 
in CD34+ Zellen aufwiesen, eine deutlich geringere Überlebensrate und eine höhere 
Rückfallquote haben (Rombouts et al., 2004). Des Weiteren macht eine Transplantation von 
AML-Zellen in NOD/SCID-Mäuse eine starke Korrelation zwischen der CXCR4-Expression in 
CD34+ Zellen und dem Auswachsen der transplantierten Zellen im Mausmodell deutlich. 
Interessanterweise zeigen FLT3-ITD-positive AML-Zellen eine signifikant verbesserte 
CXCR4-Expression im Vergleich zu FLT3/wt-AML-Zellen. Tavor et al. zeigten, dass die 
Kultivierung von AML-Zellen mit SDF-1 ihr Überleben fördert, während eine Neutralisierung 
von CXCR4 oder SDF-1 mit Antikörpern das Überleben vermindert und das Homing ins 
Knochenmark und in die Milz nach der Transplantation in NOD/SCID-Mäuse blockierte. 
AML-Zellen, die keine CXCR4-Oberflächenexpression aufwiesen, zeigten hohe Level an 
intrazellulär rekrutierbarem CXCR4 und SDF-1. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit der 
intrazellulären Analyse der CXCR4-Expressionslevel (Tavor et al., 2004). Möglicherweise ist 
das eine Erklärung für die widersprüchlichen Ergebnisse von Monaco et al., bei denen die 
Transplantation von AML-Zellen in NOD/SCID-Mäuse mit einer schlechten Überlebensrate 
korrelierte, aber unabhängig von CXCR4 war. In dieser Studie wurde nur die 
Oberflächenexpression des Chemokin-Rezeptors untersucht (Monaco et al., 2004). 
 
1.4.6 Pharmakologische Modulation von CXCR4 
Die CXCR4/SDF-1-Achse reguliert den Austausch von Stammzellen in die- und aus der 
Knochenmark-Mikroumgebung. Eine Störung dieser Interaktionen durch CXCR4-
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Antagonisten stellt eine Strategieform für gezielte Therapien für Krebszell/ 
Knochenmarksmikromilieu-Wechselwirkungen dar. In den letzten Jahren wurden mehrere 
CXCR4-Antagonisten für ihren klinischen Nutzen als potentielle 
Stammzellmobilisierungsagentien bei Patienten mit malignen hämatologischen 
Erkrankungen erforscht. Plerixafor (AMD3100), ein Bicyclam-Derivat, ist ein spezifischer 
Antagonist des CXCR4-Rezeptors (Abb.1.4) (Schols et al. 1997). Ursprünglich wurde es 
entwickelt, um Stammzellen zu mobilisieren (Donzella et al., 1998; Gerlach et al., 2001; 
Hendrix et al., 2000). AMD3100 mobilisiert hämatopoetische Stammzellen durch die 
Hemmung der Bindung von SDF-1 an seinen Rezeptor CXCR4, auf CD34+ Zellen. 
AMD3100 wirkt synergistisch mit dem etablierten Mobilisierungsagenz G-CSF, das 
Stammzellen indirekt mobilisiert, indem es die Interaktion zwischen SDF-1 und CXCR4 
induziert (Flomenberg et al., 2005). Außerdem wurde es als ein Inhibitor der Virusreplikation 
von HIV-1 und HIV-2 entworfen (De Clercq, 2005). Sowohl experimentelle als auch klinische 
Daten deuten darauf hin, dass AMD3100 ein sehr potenter und selektiver Inhibitor von 
CXCR4 ist. AMD3100 blockiert den Rezeptor, indem es am oberflächennahen Teil der 
Ligandenbindungstasche von CXCR4 bindet (Wong et al., 2008). Durch das Blockieren der 
Ligandenbindungstaschen verhindert AMD3100 die N-terminale Anbindung seines Liganden 
SDF-1 und somit dessen Aktivierung. Signaltransduktionsvorgänge, wie z.B. die Migration 
von CXCR4-positiven Stammzellen und Lymphozyten entlang des SDF-1-Gradienten, 
werden durch die Rezeptorblockierung unterbrochen.  
 
 
Abb.1.4: Struktur des Bicyclam-Derivates AMD3100 (Plerixafor). Vereinfachte Darstellung des 
spezifischen CXCR4-Rezeptor-Antagonisten.  
 
1.5 Maligne Hämatopoese 
Blutzellen werden aus hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen im Knochenmark 
gebildet. Sie wandern während ihrer Differenzierung aus dem Knochenmark ins Blut, wo sie 
funktionell aktiv werden. Leukämien entstehen durch die maligne Transformation 
hämatopoetischer Zellen, die vor allem durch die stetige Teilung und Proliferation 
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funktionsuntüchtiger Vorläuferzellen im Knochenmark, in lymphatischen Geweben und im 
peripheren Blut gekennzeichnet sind. Je nach Art der mutierten Zellen wird zwischen der 
myeloischen und der lymphatischen Leukämie unterschieden. Außerdem spielen der 
Differenzierungsgrad der Zellen (unreifzellig oder reifzellig) und der klinische Verlauf der 
Krankheit (akut oder chronisch) eine entscheidende Rolle (Griffin et al., 2003). Das Resultat 
aus der Infiltration atypischer Zellen in Organe oder in das zentrale Nervensystem sowie der 
funktionellen Inaktivität der Leukämiezellen ist die Verdrängung normaler Blutzellen. 
 
1.5.1 Die Rolle von FLT3 in der normalen Hämatopoese 
Sowohl Wachstum als auch Differenzierung von HSCs werden von Zytokinen und ihren 
jeweiligen Rezeptoren reguliert. Bei der Kontrolle der Stammzellproliferation und der 
Stammzelldifferenzierung in die verschiedenen hämatopoetischen Linien spielen z.B. SCF 
und c-Kit oder IL-3 und IL-3-Rezeptor eine entscheidende Rolle. Ein Protein, das in diesem 
Zusammenhang interagiert, ist die fms-like Tyrosinkinase 3 (FLT3), eine Rezeptor-
Tyrosinkinase (RTK), die auch als fetale Leber-Kinase 2/flk-2 (Matthews et al., 1991) oder 
Stammzell Kinase 1/stk-1 (Small et al., 1994) beschrieben wird. Zusammen mit c-kit, c-fms 
und PDGFRα/β gehört FLT3 zur Unterklasse III der RTKs. FLT3 wird von frühen lymphoiden 
und myeloischen Vorläuferzellen und während der monozytären Differenzierung exprimiert, 
wohingegen es in der Erythroiden-, Megakaryozyten und Mast-Zell-Differenzierung (Shurin et 
al., 1998) herunterreguliert wird. Das FLT3-Protein befindet sich hauptsächlich in einem 
monomeren, inaktiven Zustand. Bei der Bindung seines Liganden, FLT3-Ligand (FL), bildet 
FLT3 Homodimere, die zur Phosphorylierung der regulatorischen Tyrosinreste in der 
Juxtamembran (JM)-Region führen. Daraufhin kommt es zu einer Konformationsänderung 
des Rezeptors und somit zur vollständigen Aktivierung der Tyrosinkinase-Aktivität (Griffith et 
al., 2004). Durch die Aktivierung von FLT3 werden mehrere nachgeschaltete 
Signalkaskaden, wie bspw. der RAS-Signalweg und die Phosphatidylinositol-3-Kinase 
(PI3K), angeschaltet (Stirewalt und Radich, 2003). 
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Abb.1.5: Schema eines humanen FLT3 Rezeptor Proteins. Vereinfachte Darstellung der Struktur 
des FLT3 Rezeptor Proteins. Diese beinhaltet eine extrazelluläre Domäne, eine Transmembran-
Domäne, gefolgt von der Juxtamembran-Domäne, an die beide konservierten Tyrosinkinase-
Domänen (TKD) anschließen, die von einer Kinase-Insert-Domäne (KID) unterbrochen werden. In der 
Juxtamembran Domäne befindet sich die FLT3-ITD Längenmutation (Small et al., 1994). 
 
Die allgemeine Struktur des gesamten Moleküls FLT3 ist in Abbildung 1.5 dargestellt. Die 
extrazelluläre Domäne des Rezeptors umfasst 517 Aminosäuren, davon 22 Cysteinreste und 
10 mögliche Asparagin-verknüpfte Glykosylierungsstellen. Die extrazelluläre Region des 
FLT3-Proteins ist in fünf Immunglobulin (Ig)-ähnlichen Domänen gefaltet. Ähnlich wie bei KIT 
sind die äußeren drei Ig-ähnlichen Domänen, bezogen auf die Zellmembran, an der 
Ligandenbindung beteiligt, während die beiden inneren Domänen in die Dimerisierung des 
Rezeptors involviert sind (Blechman et al., 1995; Blechman und Yarden, 1995). 
Die Transmembrandomäne umfasst 20 hydrophobe Aminosäuren. Ihr schließt sich eine 430 
Aminosäuren große zytoplasmatische Domäne, die Juxtamembran Domäne (JMD) an und 
die beiden konservierten Tyrosinkinase-Domänen (TDK), die von einer 74 Aminosäuren 
großen Kinase-Insert-Domäne (KID) unterbrochen werden (Rosnet et al., 1991; Rosnet et 
al., 1993; Small et al., 1994). 
 
1.5.2 Akute myeloische Leukämie 
Die akute myeloische Leukämie (AML) entsteht durch die maligne Transformation 
hämatopoetischer Vorläuferzellen. Dabei geht durch die genetischen Mutationen zum einen 
die Fähigkeit der Differenzierung in funktionsfähige Granulozyten und Monozyten verloren, 
zum anderen erfolgt ein unkontrolliertes Wachstum der Zellen (Appelbaum, 2001). Im 
Knochenmark des Patienten kommt es dabei zu einer Expansion und Akkumulation von 
unreifen Blasten, so dass die normale Blutbildung negativ beeinflusst wird.  
Eine Längenmutation des Rezeptors FLT3 (FLT3-ITD) ist die am häufigsten vorkommende 
Form der AML. Derartige Mutationen können in ungefähr 25% aller AML Fälle gefunden 
werden und sind nachweislich mit schlechten Prognosen für AML-Patienten verbunden. Die 
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Mutation geht mit einem hohen Anteil von Blasten im Blut einher (Abu-Duhier et al., 2000; 
Kiyoi et al., 1999, Rombouts et al., 2000; Thiede et al., 2002). FLT3-Mutationen kommen 
häufiger bei Patienten mit normalem Karyotyp vor und zeigen anscheinend eine höhere Rate 
von Rezidiven nach einer konventionellen Chemotherapie (Kiyoi et al., 1999, Kottaridis et al., 
2001). 
Auf der Suche nach einem validen Modell-System für FLT3-ITD wurde der retrovirale 
Gentransfer des mutierten FLT3-Rezeptors in humane CD34+ periphere Nabelschnurblut 
Vorläufer-Zellen deutlich optimiert. FLT3-ITD-induzierte Leukämien zeigen bei AML-
Patienten während der Behandlungen starke Therapieresistenzen. Ein Grund dafür besteht 
darin, dass die entarteten Zellen in schwer zugängliche Regionen des Knochenmarks 
einwandern und somit mit konventioneller Chemotherapie nur schwer zu behandeln sind. In 
gesunden Blutstammzellen spielt CXCR4 die entscheidene Rolle für das Ein- und 
Auswandern der Stammzellen in bzw. aus dem Knochenmark. CXCR4 könnte also bei der 
Therapie-Resistenz von Leukämien von Bedeutung sein und somit eine mögliche Ursache 
für den aggressiven Verlauf der FLT3-ITD-induzierten Leukämie darstellen. Dabei liegt das 
Hauptaugenmerk in der Effektivität des Einwanderns (Homing) von FLT3-mutierten AML-
Zellen in das Knochenmark im Vergleich zu gesunden Blutvorläuferzellen. Dieser Prozess 
wird durch zahlreiche chemotaktische Faktoren initiiert. Dabei hat das Chemokin SDF-1 eine 
zentrale Bedeutung (Kollet et al., 2001; Möhle et al., 1998a; Peled et al., 1999), denn die 
Effektivität des Homings hängt im Wesentlichen von der Aktivierung des SDF-1-Rezeptors 
CXCR4 auf der Oberfläche der Zellen ab (Peled et al., 1999). 
 
1.5.3 Molekulare Mechanismen aktivierter FLT3 Rezeptoren 
Akute myeloische Leukämie repräsentiert eine heterogene Gruppe von fehlorientierten, 
frühen Stammzellen, die durch eine unkontrollierte Expansion der malignen Zellen und durch 
Blockierungen an bestimmten Stellen der myeloischen Differenzierung gekennzeichnet sind 
(Lowenberg et al., 1999). Es wurden bereits mehrere verschiedene Gendefekte beschrieben, 
einschließlich Genen, die in Translokationen involviert sind sowie aktivierende Mutationen in 
Proteinen, die an Signaltransduktionsprozessen beteiligt sind, z.B. Mitglieder der Ras-
Familie der kleinen G-Proteine (N-RAS-, K-RAS) und Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). 
Aktivierende Mutationen der FLT3-RTK repräsentieren die häufigste genetische 
Fehlentwicklung, die bei bis zu 35% der Patienten mit AML vorkommen (Stirewalt und 
Radich, 2003). Die Mutationen werden durch interne Tandemduplikationen (ITD) der 
regulatorischen Juxtamembran Region (JM) verursacht (Abb. 1.5) oder durch 
Punktmutationen in der Tyrosinkinase-Domäne (Abu-Duhier et al., 2001; Nakao et al., 1996; 
Yamamoto et al., 2001), deren Länge bzw. Lokalisation von Fall zu Fall variieren kann.  
   Einleitung 
30 
Wie bereits in zahlreichen Studien gezeigt wurde, induziert der Erwerb von FLT3-ITD 
Mutationen eine Liganden-unabhängige konstitutive Dimerisierung des Rezeptors und führt 
zur Autophosphorylierung und somit zu einer konstitutiven Aktivierung des Rezeptors 
(Hayakawa et al., 2000; Kiyoi et al., 1998; Yamamoto et al., 2001). FLT3-ITD ist somit völlig 
unabhängig von einer physiologischen Aktivierung durch die Bindung des FLT3-Liganden. 
Die für FLT3 am häufigsten beschriebenen Signalwege sind der Ras/ MAPK-, PI3K/Akt-, 
STAT5- und STAT3-Signalweg. Für diese Signalwege wurde bereits gezeigt, dass sie bei 
FLT3-ITD-Mutationen konstitutiv aktiv sind (Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al., 2000; Small 
et al., 1994; Spiekermann et al., 2003). FLT3-Mutationen blockieren durch die 
Phosphorylierung des myeloischen Transkriptionsfaktors C/EBPa13 die Differenzierung und 
inhibieren die proapoptotischen Proteine p27Kip1 oder Bim, indem sie durch 
Phosphorylierung AKT und FOXO3a aktivieren (Jönsson et al., 2004; Scheijen et al., 2004). 
Des Weiteren führen FLT3-ITD-Mutationen zur Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs (Mizuki 
et al., 2000). Dabei nimmt die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) durch die Generierung des 
sekundären Botenstoffes Phosphatidyl-Inositol-(3,4,5)3-Phosphat (PIP3) eine entscheidende 
regulative Funktion im PI3K/Akt-Signalweg ein. Sie kreiert sogenannte Andockstellen für die 
Proteinkinase B, die mit ihrer PH-Domäne an PIP3 binden kann und somit an die 
Zellmembran rekrutiert wird. Dort wird sie von den Kinasen mTOR und PDK1 phosphoryliert 
und dadurch aktiviert. Die phosphorylierte Proteinkinase B (Akt) transloziert in ihrem 
aktivierten Zustand in andere Zellkompartimente, um dort verschiedene Substrate zu 
phosphorylieren. Sie inaktiviert bspw. die antiproliferative Wirkung von GSK3ß. Außerdem 
induziert sie Zellwachstum, Genexpression und Angiogenese durch die Aktivierung von HIF-
1 und mTOR (Steelman et al, 2008; Eliasson und Jönsson, 2010). 
Ein weiterer, für FLT3 am häufigsten beschriebener Signalweg, ist die ERK1/2-Signal-
kaskade. Sie wird von Ras-Proteinen über verschiedene Stimuli, wie Wachstumsfaktoren 
oder Mitogene, aber auch über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert (Moodie und 
Wolfman, 1994). Auch aktivierte ERK-Proteine translozieren in den Zellkern, um 
Transkriptionsfaktoren wie Elk-1 oder c-myc zu aktivieren (Davis, 1995) und damit 
Zelldifferenzierung und –proliferation zu initiieren. 
Für STAT5- und STAT3-Signalwege wurde bereits gezeigt, dass sie bei FLT3-ITD 
Mutationen konstitutiv aktiv sind (Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al., 2000; Small et al., 
1994; Spiekermann et al., 2003). STAT-Proteine (signal transducers and activators of 
transcription) sind Transkriptionsfaktoren, die latent im Zytoplasma vorliegen. Die von ihnen 
vermittelte Signaltransduktion spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation von 
Zellteilungs- und Differenzierungsprozessen. Aktivierte STAT5-Proteine regulieren vor allem 
Proliferationsprozesse, Apoptose und den Zellzyklus im Organismus, indem sie die 
Expression zahlreicher Gene, wie bspw. c-myc (Lord et al., 2000), Cyclin D2 (Martino et al., 
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2001) Cyclin D1 (Matsumura et al., 1999) oder SOCS (Davey et al., 1999), beeinflussen. Die 
Aktivierung von STAT3 erfolgt meist über die Rezeptor assoziierten Janus-Kinasen (JAKs), 
die Tyrosinreste im cytoplasmatischen Teil des Rezeptors phosphorylieren und somit 
Bindungsstellen für STAT3 freilegen. Aktivierte STAT-Proteine translozieren in den Zellkern, 
wo sie die Expression verschiedener Zielgene steuern (Wegenka et al., 1994). Wie schon für 
STAT5 beschrieben, reguliert auch STAT3 den Zellzyklus, die Apoptose und die Expression 
zahlreicher Onkogene in der Zelle. STAT3 induziert außerdem die Expression von SOCS3, 
welches für die STAT3-Signaltermination verantwortlich ist (Heinrich et al., 2003). 
 
1.5.4 Diagnose- und Therapiestrategien 
Unbehandelte AML kann innerhalb weniger Wochen zu Blutungen oder schweren 
Infektionen bis hin zum Tod führen. Daher ist es notwendig, die normale Funktion des 
Knochenmarks wiederherzustellen. Das vorrangige Ziel bei der Behandlung von Patienten 
mit AML ist im Speziellen sowohl die Induktion als auch die Erhaltung einer kompletten 
Remission, aber auch das Verhindern von Rezidiven.  
Remission (Plättchenanzahl weniger als 100.000/ml, eine Neutrophilenzahl weniger als 
1500/ml und weniger als 5% Blasten im Knochenmark) wird häufig mit einer Chemotherapie, 
die hohe Dosen von Zytostatika beinhaltet, erreicht. Dabei werden die Patienten in drei 
Phasen therapiert, die als Induktions-, Konsolidierungs- und Erhaltungschemotherapie 
bezeichnet werden. 
Die Induktionstherapie sollte eine komplette Remission erzielen und die Anzahl der Blasten 
im Knochenmark und im peripheren Blut normalisieren. Dafür wird meist das 
phasenspezifische Zytostatikum Cytarabin (AraC) mit dem nicht phasenspezifischen 
Daunorubicin in Kombination eingesetzt. Daunorubicin wirkt über eine Interkalierung in die 
DNA und gehört zur Familie der Anthracycline. AraC ist ein Pyrimidinantagonist, der in 
Nukleinsäuren eingebaut wird und phasenspezifisch wirkt. Es gibt jedoch häufig sogenannte 
persistierende Zellen, die unentdeckt bleiben und zu einem Rezidiv führen können. Deshalb 
wird nach einer Remission eine weitere intensive Behandlung von Patienten mit AML 
induziert - die Konsolidierung. Sie ist wichtig, um einen Rückfall zu verhindern. Dafür werden 
mehrere hoch dosierte AraC- enthaltende Therapien eingesetzt, gefolgt von einer zyklischen 
Erhaltungstherapie. Verfügbare Optionen sind allogene Knochenmarktransplantationen von 
einem HLA-kompatiblen Spender oder autologe Knochenmarktransplantationen als 
Postremissionstherapie (Löwenberg et al., 1999; Larson, 2005). Alternativ wird mit Hilfe von 
Radiochemotherapie mit kombinierter Knochenmarktransplantation versucht, die 
unentdeckten Zellen zu eliminieren. Tallman et al. zeigten 2005, dass diese Art der 
Behandlung einen Vorteil für jüngere Patienten darstellt, jedoch für ältere Patienten 
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nachteilig wirkt (Tallman et al., 2005). Während der Erhaltungstherapie kommen niedrig 
dosierte Zytostatika (z.B. AraC) oder Zytokine zum Einsatz (Löwenberg et al., 1999).  
Derzeit werden zielgerichtete Therapien durch den Einsatz von Inhibitoren gegen AML mit 
Mutation im FLT3-Rezeptor in klinischen Studien evaluiert. Vier kleinmolekulare FLT3-
Inhibitoren, die in klinischen Studien getestet wurden, zeigten vielversprechende Ergebnisse: 
CEP-701 (Smith, 2004); MLN518 (CT53518) (Kelly, 2002c), PKC 412 (Weisberg, 2002b), 
SU11248 (O'Farrell, 2003) und SU5416 (Yee, 2002). Jeder dieser Inhibitoren wirkt selektiv, 
allerdings nicht spezifisch auf FLT3-Rezeptoren, trotzdem sind alle in der Regel gut 
verträglich. Die Wirkung besteht größtenteils in einer transienten Reduktion von peripheren 
Blasten, seltener werden Blasten im Knochenmark reduziert. Einer der 
erfolgversprechendsten Inhibitoren ist dabei PKC 412, der ursprünglich sowohl als Protein-
Kinase C als auch als VEGFR-Inhibitor entwickelt wurde und FLT3 und KIT hemmt. Eine 
Studie mit AML-Patienten, die eine FLT3-ITD- oder FLT3-TKD-Mutation aufwiesen, zeigte 
bereits vielversprechende Behandlungserfolge (Stone, 2005). Problematisch bei Therapien 
mit FLT3-PTK-Inhibitoren ist jedoch, dass nur bei wenigen Patienten eine komplette oder 
dauerhafte Remission erzielt werden konnte und dass sich primäre und sekundäre 
Resistenzen ausbildeten (Fiedler et al., 2005; Stone et al., 2005; Tallman et al., 2005). Die 
Kombination mit einer Chemotherapie ist derzeit für die Behandlung von AML unabdingbar. 
Die Gentherapie könnte einen zukünftigen therapeutischen Ansatz darstellen. Sie beschreibt 
die gezielte Insertion von gesunden Genen in kranke Zellen mit Hilfe verschiedener 
Übertragungsmethoden, um beschädigte oder defekte Gene zu ersetzen und somit 
Krankheiten zu therapieren bzw. zu heilen. Gentherapie im engeren Sinne bedeutet die 
Reparatur eines defekten Genabschnittes in Zellen bzw. Genkorrektur durch einen gezielten 
Austausch von fehlerhaften Sequenzen. Dabei wird zwischen Veränderungen der 
menschlichen Keimbahn (Keimbahntherapie) und der Korrektur von Gendefekten in 
Körperzellen (somatische Gentherapie) unterschieden.  
Im weiteren Sinne umfasst Gentherapie den Ersatz defekter Gene durch funktionell intakte 
Kopien ("Genaddition"), die Inaktivierung pathogener Genprodukte ("Anti-Gen-Therapie", 
"Antisense-Therapie"), oder auch die indirekte Heilung von Krankheiten durch therapeutische 
Gene. Somit ist der Einsatz von Genen im allgemeinen Sinne eines Arzneimittels ("Therapie 
mit Genen") denkbar und geht damit weit über die Korrektur ererbter genetischer Defekte 
(Erbkrankheiten) hinaus. Beispielsweise sind hämatopoetische Stammzellen in der Lage, 
nach Transplantation im Empfänger dessen Hämatopoese komplett zu rekonstituieren 
(Dexter and Spooncer, 1987; Lemischka et al., 1986; Verfaillie et al., 2002). 
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1.6 Zielsetzung der Arbeit 
Die Erforschung von Mechanismen der malignen Transformation ermöglicht das Verständnis 
von zahlreichen Signalwegen in der Zelle. In dieser Arbeit wurden Mechanismen untersucht, 
in die die Proliferation und das Homing leukämischer Progenitorzellen involviert sind. Diese 
Ergebnisse wurden im Anschluss mit gesunden Kontrollen korreliert. Die Migration von 
Stammzellen ist ein wichtiger zellulärer Mechanismus in der hämatopoetischen Stammzell-
Biologie und in der Leukämie-Forschung. CXCR4 und sein Ligand SDF-1 sind wichtige 
Regulatoren der Stammzell-Migration und des Homings. Sie beeinflussen physiologische, 
pathologische und zelluläre Migrationsprozesse, die unter anderem für die Vaskularisierung 
(Nagasawa, 2001), aber auch für die Metastasierung von Tumorzellen (Helbig et al., 2003) 
von zentraler Bedeutung sind. 
FLT3 mutierte AML-Zellen zeigen erhöhte CXCR4-Level und ein verbessertes Anwachsen 
der Zellen im Knochenmark nach Transplantation in NOD/SCID-Mäuse. Tierexperimentelle 
Daten deuten darauf hin, dass ein verstärktes Homing von leukämischen Zellen mit einer 
erhöhten Resistenz gegenüber Chemotherapie assoziiert ist. Möglicherweise ist dies eine 
der Hauptursachen für das Therapieversagen bei diesen Patienten. 
Das Ziel des Projektes, dem diese Arbeit zugrunde liegt, war es, Interaktionen zwischen 
FLT3-ITD und CXCR4 zu untersuchen und mögliche Auswirkungen dieser Interaktionen für 
Migration und Homing von Stammzellen zu ermitteln. Letztlich können diese Erkenntnisse 
sowohl zur Verbesserung der klinischen Stammzell-Transplantationen und zur Definition 
neuer Strategien zur Behandlung von Patienten mit AML beitragen. 
 
Zusammenfassend ergeben sich folgende Untersuchungsgegenstände für diese Arbeit: 
1. Erkenntnisse über die Wirkung einer FLT3-ITD-Überexpression auf die Expression 
verschiedener Signalmoleküle und ihr möglicher Einfluss auf CXCR4/SDF-1 
vermittelte Signalwege. 
2. Die Rolle der CXCR4/SDF-1-Achse in AML-Zellen. 
3. Der Einfluss einer Mikroumgebung auf AML-Zellen. 
4. Die Wirkung des CXCR4 Inhibitiors AMD3100 auf AML-Blasten. 
5. Die Blockierung der CXCR4/SDF-1-Achse als mögliche Therapie gegen AML. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Chemikalien 
Inhibitoren, Rezeptoragonisten und –antagonisten 
AMD3100      Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
PKC 412      Novartis (Nürnberg, Germany) 
GTP 14564      Calbiochem (Nottingham, UK) 
 
Zytokine, Chemokine und Adhäsionsmoleküle 
Es wurden ausschließlich rekombinante humane Moleküle verwendet. 
FLT3-Ligand (FLT3-L)    R&D Systems (Minneapolis, USA) 
Interleukin 3 (IL-3)     Cell Systems (St. Katharinen, Austria) 
Thrombopoietin (TPO)    R&D Systems (Minneapolis, USA) 
Stammzellfaktor (stem cell factor, SCF)  R&D Systems (Minneapolis, USA) 
Stromal Cell-Derived Factor 1α (SDF-1α)  R&D Systems (Minneapolis, USA) 
Retronektin      Takara (Shuzo Ltd, Otsu, Japan) 
 
Westernblot-Antikörper 
GAPDH   Maus   Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
α-AKT    Kaninchen  Cell Signaling (Beverly, MA, USA) 
α-Phospho-AKT   Kaninchen  Cell Signaling (Beverly, MA, USA) 
α-FLT3   Maus,   R&D Systems (Minneapolis, USA) 
α- Maus IgG-HRP  Schaf  Amersham Biosciences (Québec, Canada) 
α- Kaninchen IgG-HRP Esel  Amersham Biosciences (Québec, Canada) 
 
Westernblot- Probenpuffer: 100mMl Tris-HCL, pH 6,8 
20% Glycerin 
10% SDS 
β-Mercaptoethanol 
0,1% Bromphenolblau 
 
FACS-Antikörper 
Alle verwendeten Antikörper wurden an den Durchflusszytometern BD FACS CaliburTM bzw. 
BD LSRII von Becton Dickinson (Heidelberg, Germany) gemessen und analysiert (Tabelle 
1). 
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Tabelle 1: Fluoreszenzmarkierte Antikörper für die Analyse von Oberflächenmarkern am BD 
FACS CaliburTM Durchflusszytometer 
Antiköper Beschreibung  Firma 
CD34 APC 
 
APC-Anti human CD34 Becton 
Dickinson 
Flt3 APC 
 
Human CD135 APC Caltag 
Flt3 PE 
 
PE anti-human CD135 Becton 
Dickinson 
CD45 PerCP-Cy5.5 
 
CD45 PerCP-Cy5.5 Becton 
Dickinson 
CD45 APC 
 
CD45 APC Becton 
Dickinson 
CXCR4 PE 
 
PE labeled anti-human CD184 Becton 
Dickinson 
CXCR4 APC 
 
APC labeled anti-human CD184 Becton 
Dickinson 
CXCR4 PerCP 
 
PE-Cy5 anti-human CD184 Becton 
Dickinson 
Annexin 
 
Recombinant Human Annexin V            
LANNEXINV01 
Caltag 
Annexin 
 
annexin V, Alexa Fluor 647 conjugate  
cat.no: A23204 
Molekular 
Probes 
PI Propidium Iodid Solution Sigma Aldrich
CFSE Cell Trace CFSE Cell Proliferation Kit Molekular 
Probes 
P-STAT3 
 
Alexa Fluor 647 anti-STAT3 (pY705) Becton 
Dickinson 
P-STAT5 
 
Alexa Fluor 647 conjugated Anti-STAT5 
(pY694) 
Becton 
Dickinson 
P-ERK Alexa Fluor 647 mouse anti-ERK1/2 
(pT202/pY204)  
Becton 
Dickinson 
 
Kitsysteme 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit  Applied Biosystems (Foster City, USA) 
CD34+ Progenitorzell Isolatios-Kit  Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, 
Germany) 
CFSE Cell Proliferation Kit Molecular Probes/Invitrogen (Karlsruhe, 
Germany) 
DNeasy Blood & Tissue Kit    Qiagen (Hilden, Germany) 
EnzChek Caspase-3 Assay Kit #1   Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
Fix&Perm Zell Permeabilisierungs-Kit  Caltag/Invitrogen (Kaumberg, Austria) 
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PCR Purification Kit     Qiagen (Hilden, Germany) 
Qiagen Endofree Plasmid Maxi Kit   Qiagen (Hilden, Germany) 
QIAprep Spin Miniprep Kit    Qiagen (Hilden, Germany) 
QIAquick Gel Extraction Kit    Qiagen (Hilden, Germany) 
RNeasy Mini Kit      Qiagen (Hilden, Germany) 
 
Reagenzien 
Accuprime PFX     Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
Accuprime PFX Buffer    Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
Acrylamid/ Bisacrylamid 30%   Roth (Karlsruhe, Germany) 
Agarose   Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
Ammoniumperoxidisulfat (APS)   BioRad (Hercules, CA, USA) 
Ampicillin      AppliChem (Darmstadt, Germany) 
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase   Applied Biosystems (Foster City, USA) 
BD PhosFlow Fix Buffer I    Becton Dickinson (Heidelberg, Germany) 
BD PhosFlow Perm Buffer III    Becton Dickinson (Heidelberg, Germany) 
BD Cytofix/Cytoperm Fix and Perm Solution Becton Dickinson (Heidelberg, Germany) 
BD Perm/Wash Buffer (10x solution)  Becton Dickinson (Heidelberg, Germany) 
Bromphenolblau     Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
Camptothecin      Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
DEPC-Wasser     Merck (Darmstadt, Germany) 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  WAK-Chemie Medical GmbH (Steinbach, 
Germany) 
DNA Leiter  New England Biolabs (Frankfurt am Main, 
Germany) 
Dnase I      Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
Dnase I Reaktions Puffer (10x)   Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
dNTPs       Roche (Mannheim, Germany) 
DTT        Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
ECL Detektionsreagenz    Amersham Biosciences (Québec, CA) 
Essigsäure      Merck (Darmstadt, Germany) 
Ethanol absolut     Roth (Karlsruhe, Germany) 
Ethidiumbromid     Roth (Karlsruhe, Germany) 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Merck (Darmstadt, Germany) 
FACS- Flow, -Clean, -Rinse    Becton Dickinson (Heidelberg, Germany) 
Fötales Kälberserum (FBS)    Biochrom AG (Berlin, Germany) 
Ficoll (Biocoll Separating Solution)   Biochrom AG (Berlin, Germany) 
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First Strand Buffer (5x)    Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
Fluo-3 AM  Molecular Probes/ Invitrogen (Karlsruhe, 
Germany) 
Formaldehyd      Merck (Darmstadt, Germany) 
Gelatine      Merck (Darmstadt, Germany) 
GeneAmp® 10X PCR Buffer+15mM MgCl2   Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Gene Scan 500 LIZ Size Standard   Applied Biosystems (Foster City, USA) 
L-Glutamin (100x)     PAA (Pasching, Austria) 
Glycerin      Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
Glycerolphosphat     Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
HEPES (N-(Hydroxyethyl)piperazine-N´- 
(2-ethanesulfonic acid)) 1M     Biochrom AG (Berlin, Germany) 
HiDi Formamid     Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Humanes Serumalbumin (HSA, 20%)  BAXTER (Unterschleißheim, Germany) 
Hydrocortison 21-Hemisuccinate (Sodium Salz) StemCell Technologies (Köln, Germany) 
Indo-1  Molecular Probes/Invitrogen (Karlsruhe, 
Germany) 
Ionomycin      Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
Isopropanol      Merck (Darmstadt, Germany) 
Kaliumchlorid      Merck (Darmstadt, Germany) 
Kalziumchlorid-Dihydrat    Roth (Karlsruhe, Germany) 
Magnesiumchlorid für PCR  New England Biolabs (Frankfurt am Main, 
Germany) 
β-Mercaptoethanol (14,3M)    Roth (Karlsruhe, Germany) 
Methanol      Merck (Darmstadt, Germany) 
Natriumacetat      Merck (Darmstadt, Germany) 
Natriumbutyrat      
Natriumchlorid     Merck (Darmstadt, Germany) 
Natriumfluorid      Sigma- Aldrich (Hamburg, Germany) 
Natriumhydroxid (NaOH)    Merck (Darmstadt, Germany) 
Natriumorthovanadat     AppliChem (Darmstadt, Germany) 
PAGE loading dye (6x)    Fermentas (St. Leon-Rot, Germany) 
PageRuler, Protein Ladder 10-170kDa  Fermentas (St. Leon-Rot, Germany) 
Paraformaldehyd     Roth (Karlsruhe, Germany) 
PBS Dulbecco’s ohne Ca2+ und Mg2+  PAA (Pasching, Austria) 
PCR Puffer+ 15mM MgCl2 (10x)   Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Penicillin/ Streptomycion- Lösung   PAA (Pasching, Austria) 
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Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)   Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) 
Phosphatase Inhibitor Cocktail    Roche (Grenzach-Wyhlen, Germany) 
Ponceau      Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
Polyethylenimin (PEI)     Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
Propidiumiodid     Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
Protamin      Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
Proteinase Inhibitor Cocktail    Roche (Mannheim, Germany) 
Pyronin Y      Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
Random Hexamere (d(N)6)    Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
Rinderserumalbumin (BSA)    Sigma-Aldrich (Hamburg, Germany) 
RNase H      Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
RNase Inhibitor     Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Rox Reference Dye     Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
Salzsäure (rauchend)     Merck (Darmstadt, Germany) 
SeaKem® LE Agarose    Biozym Diagnostik (Oldenburg, Germany) 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) ICN Biomedicals (Frankfurt am Main, 
Germany) 
Superscript II Reverse Transcriptase  Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
T4-DNA Ligase     Roche (Mannheim, Germany) 
Temed       Serva (Heidelberg, Germany) 
Tris       Roth (Karlsruhe, Germany) 
Triton-X-100      Sigma- Aldrich (Steinheim, Germany) 
Trypanblau      Sigma- Aldrich (Hamburg, Germany) 
Trypsin-EDTA (10x)     PAA (Pasching, Austria) 
Tween 20      Serva (Heidelberg, Germany) 
2.2 Geräte 
ABI 3100, Sequenzierer    Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Avanti J-30 I, Zentrifuge    Beckmann Coulter (Krefeld, Germany) 
Avanti J-20 XP, Zentrifuge    Beckmann Coulter (Krefeld, Germany) 
Axiovert 200M, Floureszenzmikroskop  Zeiss (Jena, Germany) 
BD FACS CaliburTM, Durchflusszytometer  Becton Dickinson (Heidelberg, Germany) 
BD LSRII, Durchflusszytometer   Becton Dickinson (Heidelberg, Germany) 
BD Falcon Tubes     Becton Dickinson (Heidelberg, Germany) 
Bio Photometer     Eppendorf (Hamburg, Germany) 
Blotter       BioRad (Hercules, CA) 
Brutschrank Fuction Line    Heraeus (Hanau, Germany) 
Expositionskassetten     Amersham Biosience (Québec, CA) 
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Gewebekulturflaschen 50/250/650 ml   Greiner (Solingen, Germany) 
Gewebekulturplatten 6/12/24 Well   Greiner (Solingen, Germany) 
Handschuhe Ultra Vinyl    BSN Medical (Hamburg, Germany) 
High Perfomance Chemiluminescence Film  Amersham Biosciences (Québec, CA) 
Kühlschränke      Liebherr (Ochsenhausen, Germany) 
LS Macs Separation Columns  Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, 
Germany) 
Migrationsplatten, ChemoTx #106-5,   Neuro Probe (Gaithersburg, MD, US) 
Mithras LB 940, Luminometer   Berthold Technologies (Berlin, Germany) 
Multi Well Filter Plates    Pall Corporation (Dreieich, Germany) 
Nova Blot, Semi Dry Blotting Apparatur  Amersham Biosciences (Québec, CA) 
Pipetten 2/10/20/100/200/1000 µl   Gilson (Bad Camberg, Germany)  
Pipetten FALCON® 5/10/25 ml   Becton Dickinson (Heidelberg, Germany) 
EuropePipettenspitzen 10/20/100/200/1000 µl Greiner (Solingen, Germany) 
Präzisionsküvetten, SUPRASIL   Hellma  (Müllheim, Germany) 
Safe-Lock Tubes 1,5/0,5 ml    Eppendorf (Hamburg, Germany)  
Sephadex TM G-50 Fine DNA-Grade   GE Healthcare (Buckinghamshire, UK) 
Sterilbank Hera Safe     Kendro (Langenselbold, Germany)  
Varioklav, Dampfsterilisator  H&P (Oberschleißheim, Germany) 
Waage Sartorius MC1 Laboratory LC 4200  Sartorius (Göttingen, Germany)  
Wippschütler, WT16     Biometra (Göttingen, Germany)  
Zentrifugen      Heraeus (Hanau, Germany)  
2.3 Oligonukleotide 
Oligonukleotide wurden mit Hilfe der Software VectorNTI Advance 10 von Invitrogen 
(www.invitrogen.com, Carlsbad, CA 92008, USA) entworfen. Alle Primer wurden von der 
Firma MWG (Karlsruhe, D) synthetisiert und als entsalztes Lyophilisat geliefert (Custom 
Primers: 25 nmol). Die verwendeten Primer für die Amplifikation mittels PCR sind in Tabelle 
2 und die Primer für die Sequenzanalyse von Genen in Tabelle 3 mit Namen, Sequenz und 
Annealing Temperatur aufgeführt. In Tabelle 3 sind die Oligonukleotide und die Sonden für 
die Genexpressionsanalyse mittels Real Time PCR mit der jeweiligen Markierung aufgeführt. 
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Tabelle 2: Oligonukleotide für die Genamplifikation 
Genname Sequenz (5‘ – 3‘)  
Annealing 
Temperatur 
Flt3forwXhoI TTCGCTCGAGCCACCATGGCGGCGTTGG
CG 
76°C 
Flt3revBamHI AGAAGGATCCCTCTACGAATCTTCGACC
TGAGC 
70,7°C 
Flt3forwSalI ATATATGTCGACGCCACCATGCCGGCGT
TGGCGC 
71,4°C 
CFP-ol-f GATGATAATATGGCCACAACCATGGTGA
GCAAGGGCGAG 
73,7°C 
R-Not_EGFP TATAGCGGCCGCTTTACTTGTACAGCTC
GTCCATGC 
63°C 
ires-f AGGTCGAAGATTCGTAGA 54,5°C 
ires-r GGTTGTGGCCATATTATCATC 55,9°C 
Tabelle 3: Oligonukleotide für die Gensequenzanalyse 
Genname Sequenz (5‘ – 3‘)  
Annealing 
Temperatur 
Flt3 seq1 TCTTTTCACCTGGCCCGCAT 59,4°C 
Flt3 seq2 AGCCCCTCTCTCCAAGCTCA 61,4°C 
Flt3 seq3 CGAGGAGGGCAACTACTTTGA 59,8°C 
Flt3 seq4 TGTGAGCAAAAGGGTCTTGATAAC 59,3°C 
Flt3 seq5 TTGGACAGTGGGTGTCGAGCAG 64°C 
Flt3 seq6 CGTTGATTTCAGAGAATATG 51,2°C 
Flt3 seq6b TTTAACCCTGCTAATTTGTCACAAG 58,1°C 
Flt3 seq7 TTTGAATACTGTTGCTATGGTGATC 58,1°C 
Flt3 seq8 AAGTTGCCAAAGGAATGGAAT 54°C 
Flt3 seq9 TCCGGTTGATGCTAACTTCTACA 58,9°C 
Flt3 seq10 GTGCCGCTGCTCGTTGTTTT 59,4°C 
Flt3 seq11 GCACAGCTCCCTGAATTGCC 61,4°C 
Flt3 seq12 CTGTAAAGAAGAAAGTCCAGCTGTTGTT 62,2°C 
FLT3 seq rev CTACGAATCTTCGACCTGAGCC 62,1°C 
rev MFGSmRNA TCAAAACTAGAGCCTGGACC 57,3°C 
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Tabelle 4: Oligonukleotide und Sonden für die Genexpressionsanalyse mittels Real Time PCR 
Genname Sequenz (5‘ – 3‘) 
MgCl2 Konz. 
[mM] 
Forward CXCR4 primer CTCTATGCTTTCCTTGGAGCC 6 
CXCR4 FAM labeled probe TTAAAACCTCTGCCCAGCACGCACTCAC 6 
Reverse CXCR4 primer TGGACCCTCTGCTCACAG 6 
SOCS3 Primer und Sonde (TaqMan® Gene Expression Assay, 
Hs00269575_s1, Applied Biosystems, Foster 
City, USA) 
- 
Forward GAPDH primer GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 2 
GAPDH FAM labeled probe CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC 2 
Reverse GAPDH primer GAAGATGGTGATGGGATTTC 2 
2.4 Vektoren 
Alle für die Klonierung bzw. als Kontrollen verwendeten Vektoren (Tabelle 5), wurden 
freundlicherweise von Dr. M. Ryser und Dr. S. Brenner (Universitätsklinikum Dresden, 
Deutschland) zur Verfügung gestellt. 
Tabelle 5: Vektoren. 
 
Vektor 
 
Referenz 
MFGS-CerACIE Dr. M. Ryser, Universitätsklinikum Dresden, Deutschland 
MFGS-GFP Dr. M. Ryser, Universitätsklinikum Dresden, Deutschland 
MFGS-CFP Brenner et al., 2007 
MFGS-FLT3WT-IRES-EGFP A. Jacobi, Universitätsklinikum Dresden, Deutschland 
MFGS-FLT3-ITD-IRES-GFP A. Jacobi, Universitätsklinikum Dresden, Deutschland 
MFGS-FLT3-ITD-IRES-CFP A. Jacobi, Universitätsklinikum Dresden, Deutschland 
2.5 Software 
In diesem Kapitel ist verwendete Software mit Herstellern und Vermarktungsort aufgeführt. 
ADOBE PHOTOSHOP®, www.Adobe.com    (München, Germany) 
BD FACS DiVa Software4.1., www.bdbiosciences.com (San Jose, CA 95131, USA) 
CellQuest Pro Software, www.bdbiosciences.com  (San Jose, CA 95131, USA) 
FlowJo 7.2.2., www.flowjo.com     (Ashland, OR 97520, USA) 
GraphPad Prism 5.01, www.graphpad.com   (La Jolla, CA 92037 USA) 
Image J Software, rsbweb.nih.gov/ij/   (Wayne Rasband, National 
        Institutes ofHealth, USA) 
Vector NTI Advance 10, Invitrogen    (Carlsbad, CA 92008, USA) 
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2.6 Kultivierung und Transformation kompetenter E.coli Bakterien 
Alle verwendeten Bakterienstämme wurden bei 37°C in LB-Flüssigmedium bzw. auf LB-
Agarplatten kultiviert. In Submerskultur wurden die Ansätze bei 220 rpm geschüttelt. Plasmid 
tragende Transformanden wurden zur Selektion auf LB-Agarplatten mit Ampicillin kultiviert.  
Die bei -80°C gelagerten chemisch kompetenten E.coli Stämme DH5α (Premade Z-
Competent E.coli cells DH5α, Zymo Research, Orange-Californien, USA) wurden für die 
Transformation für 10 min auf Eis aufgetaut, und die 100 µl Aliquots mit 0,5-1 µg Plasmid 
vermischt und 5 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte das Ausplattieren von 50-
100 µl Bakteriensuspension auf vorgewärmten LB-Agarplatten mit 100µg/ml Ampicillin 
(AppliChem, Darmstadt, Germany) und die Inkubation für 16 h bei 37°C.  
2.7 Präparatien von Plasmid-DNA 
Für Sequenzierungsreaktionen und PCR wurden kleine Plasmid-DNA Mengen mit Hilfe des 
QIAprep Spin Miniprep Kit von Qiagen (Hilden, Germany) isoliert. Für Klonierungsreaktionen 
und Transfektionen wurden große Mengen Plasmid-DNA mittels Qiagen Endofree Plasmid 
Maxi Kit von Qiagen (Hilden, Germany) isoliert. Dafür wurden 5 ml (für Miniprep) bzw. 250 ml 
(für Maxiprep) LB-Flüssigmedium mit der entsprechenden E.coli-Transformande angeimpft 
und über Nacht bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Die Präparation der Plasmide erfolgte nach 
Angaben des Herstellers. Bei der Präparation von Plasmid-DNA mit Hilfe des QIAprep Spin 
Miniprep Kits wurden im Durchschnitt 100-150 ng Plasmid-DNA isoliert. Bei der Präparation 
von Plasmid-DNA mit Hilfe des Qiagen Endofree Plasmid Maxi Kits wurden dagegen im 
Durchschnitt zwischen 800-1200 ng Plasmid-DNA isoliert. 
2.8 Sequenzierung 
Für die Sequenzierung von DNA und Vektoren durch die Kettenabbruchmethode nach F. 
Sanger et al. (1977) wurde der Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit von Applied 
Biosystems (Foster City, CA, USA) nach Herstellerangaben verwendet. Die Sequenzier-PCR 
erfolgte mit Hilfe spezifischer Primer für die Gensequenzanalyse (Tabelle 3) und wurde wie 
auch die Ethanolfällung und die Probenvorbereitung nach Herstellerangaben durchgeführt. 
Anschließend wurden die Proben über eine Sephadex Multi Well Filter Platte (sephadex TM 
G-50 Fine DNA-Grade, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK; Multi Well Filter Plates, Pall 
Corporation, Dreieich, Germany) gereinigt und 4 µl des jeweiligen PCR-Produktes mit 10 µl 
HiDi Formamid (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) versetzt. Die durch das Gel 
separierten Sequenzfragmente wurden entsprechend ihrer Größe und Fluoreszenz durch die 
Laser-Extinktion im ABI3100 Sequenzierer analysiert (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA). Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe der Software ContigExpress/ 
VectorNTI Advance 10 von Invitrogen (www.invitrogen.com, Carlsbad, CA 92008, USA). 
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2.9 Zellkultur und Zellkulturmedien 
2.9.1 Verwendete Zellen und deren Kulturbedingungen 
Die für die Zellkultur verwendeten Nährmedien und Lösungen und deren Zusammensetzung 
bzw. Herstellung sind im Folgenden mit aufgeführt. 
Alle Arbeiten fanden unter sterilen Bedingungen statt. Alle für die Zellkultur verwendeten 
Medien und Lösungen wurden vor dem Gebrauch entweder autoklaviert (30 min, 121°C, 
1bar) oder durch Filtration (Porendurchmesser: 0,22 µm) sterilisiert. Zellkulturmedien wurden 
vor ihrer Verwendung auf 37 °C temperiert. Virusüberstand wurde nach der Abnahme von 
den produzierenden Zellen durch einen 0,45 µm Filter sterilisiert. Alle fertigen Medien und 
Lösungen wurden bei 4°C gelagert. Mehrfach verwendete Materialien wie 
Präparationsbestecke oder Kunststoffmaterialien wurden ebenfalls autoklaviert (10 min, 
121°C, 1bar).  
Im Allgemeinen wurden alle Zellen in dem jeweiligen Grundmedium (alpha-MEM, IMDM, 
RPMI) mit 10% FBS (www.biochrom.co.uk), 200 mM L-Glutamin (PAA Laboratories) und 100 
Units Penicillin- Streptomycin- Lösung (Pen/Strep, PAA Laboratories) kultiviert. 293T Zellen 
wurden in IMDM (www.biochrom.co.uk) 10% FBS, 200 mM L-Glutamin und 100 Units 
Penicillin-Streptomycin-Lösung kultiviert. 
CD34+ HSCs wurden von gesunden Spendern aus mobilisiertem peripheren Blut oder aus 
Nabelschnurblut gewonnen. Nach Information und erfolgter Zustimmung der Patienten, 
wurden die CD34+ Zellen laut Genehmigungen (EK221102004, EK47022007) aus Apherisat 
bzw. aus Nabelschnurblut mit Hilfe von MACS MicroBeads (Miltenyi, Bergisch Gladbach, 
Germany) isoliert. Die Reinheit der CD34+ Zellen nach der Selektion war größer 97%. 
Primäre AML Zellen wurden nach Information und Zustimmung der Patienten aus 
Knochenmarkaspiraten gesammelt. Es wurden mehrere Proben der isolierten CD34+ Zellen 
und AML-Zellen in flüssigem Stickstoff gesichert und für die jeweiligen Versuche frisch 
aufgetaut. 
Primäre humane Knochenmark-Stromazellen (pMSCs) wurden von gesunden Spendern aus 
Knochenmarkaspiraten erhalten, nach Information und Zustimmung der jeweiligen Patienten.  
Die pMSCs wurden nach Dichtegradienten-Zentrifugation mit Hilfe von Plastikadhärenz 
isoliert und in Low Glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s Media (DMEM, PAA Laboratories) 
0,1% Glucose, 10% FBS, 200 mM L-Glutamin und 100 Units Penicillin-Streptomycin-Lösung 
kultiviert (maximal 3-mal passagiert). Das Passagieren aller adhärenten Zellen erfolgte mit 
1%iger Trypsinlösung bei 37°C für 5 min im Inkubator. Anschließend wurde die Reaktion mit 
der doppelten Menge FBS abgestoppt und die Zellen bei 100 g für 4 min zentrifugiert. 
Danach erfolgten die Abnahme des Überstandes und die Resuspension der Zellen im 
jeweiligen Medium. 
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Die humane embryonale Nieren-Zelllinie 293T (ATCC CRL-11268), die humane Zelllinie 
FLYRD18 (ATCC CCL121), die humane adhärente cervix adenocarcinoma Hela Zelllinie 
(ATCC CCl-2) und die murine Stromazelllinie M2-10B4 wurden von der „American type 
culture collection“ (www.lgcpromochem-atcc.org) erworben und in RPMI mit 10% FBS, 200 
mM L-Glutamin und 100 Units Penicillin-Streptomycin-Lösung kultiviert. 
2.9.2 Zellkulturmaterialien 
Alpha-MEM      Bio Whittaker (Walkersville, USA) 
CFU-Kulturmedium    Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany) 
CAFC-Kulturmedium    StemCell Technologies (Köln, Germany) 
Dulbeccos MEM (DMEM)    PAA (Pasching, Austria) 
IMDM       Biochrom AG (Berlin, Germany) 
RPMI       PAA (Pasching, Austria) 
X-Vivo 10     Bio Whittaker (Walkersville, USA) 
FBS (hitzeinaktiviert)    Biochrom AG (Berlin, Germany) 
Hepes (1M)     Biochrom AG (Berlin, Germany) 
L-Glutamin (100x)    PAA (Pasching, Austria) 
Penicillin-Streptomycin (500x)   PAA (Pasching, Austria) 
Trypsin- EDTA (10x)    PAA (Pasching, Austria) 
2.9.3 Isolierung von CD34+ Vorläuferzellen aus Nabelschnurblut bzw. 
Knochenmark 
Die isolierten CD34+ hämatopoetischen Vorläuferzellen wurden aus mobilisiertem 
peripheren Blut oder aus Nabelschnurblut von gesunden Spendern verwendet. Nach 
Information und erfolgter Zustimmung der Patienten wurden die CD34+ Zellen nach den 
Protokollen (EK221102004, EK47022007) mit Hilfe von MACS MicroBeads (Miltenyi, 
Bergisch Gladbach, Germany) isoliert.  
Im Detail wurden zwischen 30 und 80 ml der jeweiligen Probe in Falcon Gefäßen bei 450 g 
für 30 min (ohne Bremse) zentrifugiert. Anschließend wurden die Leukozyten aus dem 
Überstand in neue Zentrifugenröhrchen übertragen und mit PBS gemischt. Diese Mischung 
wurde 1:2 mit Ficoll versetzt und bei 1000 g für weitere 20 min (ohne Bremse) zentrifugiert. 
Danach wurden die mononucleären Zellen separiert, zweimal mit PBS gewaschen und mit 
frisch hergestellten MACS CD34 MicroBeads (nach Angaben des Herstellers) für eine 
Stunde bei 4°C inkubiert. Im Anschluss erfolgten die Zentrifugation der Zellen (5 min, 450 g, 
4°C) und zwei erneute Waschschritte mit PBS. Dann wurden die CD34+ hämatopoetischen 
Vorläuferzellen zweimal, nach Angaben des Herstellers über die LS-Säulen im MACS 
magnetischen System separiert, jeweils dreimal mit entgastem PBS mit 0,5%BSA und 2 mM 
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EDTA gewaschen und isoliert. Abschließend wurden die CD34+ Zellen gezählt und die 
Reinheit mit Hilfe von CD34 Antikörpern (Tabelle 1) und dem BD FACS CaliburTM 
Durchflusszytometer bestimmt. Nach den jeweiligen Selektionen war die Anzahl CD34+ 
Zellen immer größer 97%. Die isolierten CD34+ Zellen wurden meist direkt für weitere 
Versuche weiterverwendet oder in flüssigem Stickstoff gesichert und für weitere Versuche 
wieder aufgetaut. 
2.9.4 Beschichtung und Bestrahlung von Gewebekulturplatten 
Für eine erfolgreiche Transduktion von nicht-adhärenten Zellen war es notwendig, die 
Zellkulturplatten vorher mit RetronectinTM (Takara Shuzo Ltd, Otsu, Japan) zu beschichten. 
Dazu wurden die Zellkulturplatten für zwölf Stunden bei 4°C mit Retronektin inkubiert. 
Danach erfolgte für jeweils 30 min das Waschen mit PBS mit 2% BSA und mit HBSS 2,5% 
HEPES bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die beschichteten Platten direkt 
weiterverwendet, indem CD34+ hämatopoetischen Vorläuferzellen auf die beschichteten 
Platten pipettiert wurden (2.10.3). Für Ko-Kultivierungen wurde u.a. die adhärente murine 
Stromazelllinie M2-10B4 verwendet. Da diese Zellen keine Kontaktinhibition während ihres 
Wachstums betreiben, war es für diese Versuche notwendig, ihr Wachstum mit Hilfe von 
Röntgenstrahlung zu stoppen. Die Zellen wurden in mit Gelatine (Merck, Darmstadt, 
Germany) vorbeschichteten 6-Well-Platten mit 1,7x105 M2-10B4 Zellen pro Vertiefung für 2-3 
Tage kultiviert, bis sie zu 80-90% konfluent waren. Dann erfolgte die Bestrahlung im X-Ray 
(Oncoray) bei 80 Grey. Im direkten Anschluss daran wurden die Zellen in MyeloCult H5100- 
Medium (StemCell Technologies) mit 10-6M Hydrocortison (StemCell Technologies) überführt 
und für CAFC-Assays (2.13) und Ko-Kultivierungen weiterverwendet. 
2.10 Modulation der Stammzelleigenschaften 
2.10.1 Produktion von retroviralen Viruspartikeln 
Die für die Transfektion verwendeten Nährmedien und Lösungen und deren Zusammen-
setzung bzw. Herstellung sind im Folgenden mit aufgeführt. Die Transfektion wurde mit 293T 
Zellen (2.9.1) in sterilen Petrischalen (ø 10 cm) durchgeführt. Dafür wurden initial 5x106 
Zellen ausplattiert. Nach 24 Stunden wurde der Vektormix (1-3 µg des Verpackungsplasmid, 
7 µg Gag/Pol Plasmid und 12 µg des gammaretroviralen Transfer Vektors MFGS mit der 
jeweiligen Integrationskassette) in serumfreiem IMDM und 10 µg/ ml einer PEI Lösung (PEI, 
Sigma-Aldrich, www.sigmaaldrich.com) inkubiert. Diese Mischung wurde nach 8 Stunden 
gegen IMDM Komplettmedium mit 10 mM Natriumbutyrat und nach weiteren 8 Stunden 
gegen IMDM komplett Medium ausgetauscht. Der virushaltige Überstand wurde nach 24 und 
nach 36 h geerntet, für 5 min bei 300 g zentrifugiert, gefiltert (0,45 µm Porengröße) und bei -
80°C in Alliquots weggefroren bzw. für die Transduktion von FLYRD18-Zellen frisch 
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weiterverwendet. Um verschiedene RD114-pseudotypisierte MFGS-Virus-Vektoren von 
stabil Virus-Vektor-produzierenden Zellen zu erhalten, wurde die Verpackungszellinie 
FLYRD18 (Cosset et al., 1995) mit dem aus 293T Zellen transient produzierten Virus-
Überstand transduziert. Dafür wurden die Zellen bei einer Dichte von 80%, mit 1:2 
verdünntem Virusüberstand (50% Virusüberstand und 50% Medium) und 1 µg/ ml Protamin 
für 12 Stunden bei 37°C transduziert. Nach 12 Stunden wurde das Medium gewechselt und 
die Transduktionseffizienz nach 72 Stunden, durch das Messen von GFP bzw. CFP am BD 
FACS CaliburTM- bzw. am BD LSRII- Durchflusszytometer quantifiziert. Um einen möglichst 
hohen Virustiter zu erzielen, wurden für jeden Vektor transduzierte FLYRD18 Klone 
vereinzelt (Brenner et al., 2003). Nur die Klone mit der stärksten Transduktionseffizienz, 
gemessen anhand der durchschnittlichen Gesamtintensität aller markierten Zellen (Mean 
Fluoreszenz Intensity - MFI), wurden weiterkultiviert.  
2.10.2 Sammeln und Anreichern von Viruspartikeln 
Während der Produktion von Virusüberstand wurden FLYRD18-Zellen mit einem FLT3-ITD 
Konstrukt für 12 Stunden in Medium mit 2 µM GTP-14564 (Calbiochem, Nottingham, UK) 
kultiviert. Dann wurde das GTP-haltige Medium entfernt und gegen Komplettmedium 
ausgetauscht. Der virushaltige Überstand wurde nach 12 Stunden geerntet, gefiltert (0,45 µm 
Porengröße) und für 90 min bei 4°C und 25.000 rpm bzw. 83.000 g zentrifugiert. 
Anschließend wurde der gesamte Überstand entfernt, das virushaltige Pellet in 1% des 
Originalvolumens X-VIVO10 mit 1% HSA (ohne GTP-14564) aufgenommen und Aliquote bei 
-80°C weggefroren. Der Virus Vektor Titer wurde an CD34+ hämatopoetischen 
Vorläuferzellen aus Nabelschnurblut mit Hilfe des BD LSRII bzw. des BD FACS CaliburTM 
Durchflusszytometers bestimmt und betrug durchschnittlich 5x106. 
2.10.3 Retrovirale Transduktion von hämatopoetischen CD34+ Zellen 
Die Zellen wurden in mit RetronectinTM (Takara Shuzo Ltd, Otsu, Japan) vorbeschichteten 6-
Well-Platten mit 3x105 CD34+ hämatopoetischen Vorläuferzellen pro Vertiefung kultiviert. Die 
Transduktion erfolgte 48 und 72 Stunden nach der Isolation der Zellen in X-VIVO10 (Bio 
Whittaker, Walkersville, MD), versetzt mit 1% humanem Serumalbumin (HSA), 50 ng/ ml 
FLT3-Ligand [FL], 10 ng/ ml Stammzellen Faktor [SCF], 10 ng/ ml Thrombopoietin [TPO] und 
10 ng/ ml Interleukin 3 [IL3] (2.1). Dafür wurde die angereicherten Viruspartikel (2.10.2) 
fünffach konzentriert, zusammen mit 5 µg/ ml Protamin, auf die Zellen gegeben, für 30 min 
bei 2500 rpm und 37°C zentrifugiert (ohne Bremse) und für 12 Stunden bei 37°C inkubiert. 
Als Kontrolle wurden immer sowohl naive als auch Kontroll-transduzierte CD34+ 
hämatopoetische Vorläuferzellen mitgeführt. Die Transduktionseffizienz wurde mit Hilfe des 
BD FACS CaliburTM- bzw. des BD LSRII- Durchflusszytometers bestimmt. 
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2.11 Immunphänotypisierung mittels Durchflusszytometrie (FACS) 
2.11.1 Grundlagen 
Bei der Durchflusszytometrie wurden verschiedene zelluläre Parameter mit Hilfe von 
Fluoreszenzintensitäten, aber auch die Anzahl und die Viabilität von Einzelzellen gemessen. 
Grundsätzlich werden die Informationen pro Einzelzelle erfasst und somit ist die 
Gesamtpopulation der untersuchten Zellen die Summe dieser Einzelzellinformationen. Die 
Voraussetzung für diese Methode ist, dass die gefärbten Zellen in Suspension vorliegen.  
2.11.2 Intra- und extrazelluläre Mehrfarbenmarkierung 
Die Oberflächenexpression und die Gesamtexpression (Oberflächen- und intrazelluläre 
Expression) verschiedener Marker (Tabelle 1) wurden sowohl bei naiven als auch bei 
transduzierten CD34+ HPCs mit Hilfe des Durchflusszytometers BD FACS CaliburTM 
analysiert. Für die Analyse der Zelloberflächenmoleküle wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen, mit 1:10 verdünnter CALTAG Lösung A inkubiert (Fix & Perm Reagenzien, 
Caltag Laboratories, Österreich) und noch einmal mit PBS gewaschen. Für den Nachweis 
der Gesamtexpression des jeweiligen Markers wurden die Zellen ebenfalls mit PBS 
gewaschen, mit der CALTAG Lösung A fixiert, erneut gewaschen und für 20 min mit 
CALTAG Lösung B (Fix & Perm Reagenzien, Caltag Laboratories, Österreich) perme-
abilisiert. Für beide Methoden wurden die Zellen im Anschluss mit Fluoreszenz-markierten 
Antikörpern oder Isotyp Kontrollen für 30 min bei RT gefärbt. Bei allen folgenden Analysen 
wurden nur Zellen berücksichtigt, die für das jeweilige Transgen positiv waren, was durch die 
Expression des fluoreszierenden Proteins gemessen wurde.  
2.11.3 Messung phosphorylierter Signalmoleküle 
Für diese durchflusszytometrischen Analysen wurden pro Ansatz 1x105 der transduzierten 
Zellen für 4 Stunden in X-Vivo-1% HSA bei 37 ° C vorinkubiert. Danach wurden die Zellen 
mit auf 37°C vorgewärmtem BD Phosflow Fix Puffer I (Becton Dickinson, Heidelberg, 
Germany) bei 37°C für 10 min inkubiert. Die fixierten Zellen wurden anschließend für 10 min 
bei 300 g zentrifugiert, der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet wurde mit derselben 
Menge an eiskaltem BD Phosflow Perm Puffer III (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) 
resuspendiert und für 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen für 10 min bei 
4°C zentrifugiert und dreimal mit eiskaltem Färbepuffer (PBS mit 1% FCS) gewaschen. 
Danach wurden die permeabilisierten Zellen nach Anweisungen des Herstellers mit Alexa 
Fluor 647-konjugierten Antikörpern gegen Phospho-STAT5, STAT3-und-ERK1/2 (Becton 
Dickinson, Heidelberg, Deutschland, Tabelle 1) in Färbepuffer bei RT für 30 min im Dunkeln 
gefärbt. Nach der Inkubation wurden die Zellen noch einmal in Färbepuffer gewaschen und 
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in diesem für die Messung aufgenommen. Der Phosphorylierungsstatus wurde mittels 
Durchflusszytometer (BD FACS CaliburTM) gemessen und mit der CellQuest Pro und FlowJo 
Software analysiert. 
2.11.4 Apoptose-Messung 
Der prozentuale Anteil der apoptotischen und nekrotischen Zellen wurde durch FACS-
Analyse für die folgenden Zellpopulationen in Anwesenheit oder Abwesenheit von 20 μM 
AMD3100 quantifiziert: MFGS-FLT3-ITD-IRES-GFP transduzierte Zellen, GFP-Kontrolle-
transduzierte Zellen, FLT3-ITD-positiven AML Blasten und FLT3-wt-AML Blasten. Alle Zell-
Populationen wurden getrennt, auf konfluenten und bestrahlten-M2-10B4, kultiviert. Nach 7 
Tagen wurden die Zellen gewaschen und in Annexin Bindungspuffer (Becton Dickinson 
Heidelberg, Germany) mit Annexin V (Alexa Fluor 647 konjugierte, Molecular Probes, 
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) und Propidium Iodid-Lösung (PI, Sigma-Aldrich, 
Hamburg, Deutschland) gefärbt. Die Analyse der Zellen erfolgte im Durchflusszytometer BD 
FACS CaliburTM. 
2.12 In vitro Modell der transendothelialen Migration 
Für die Migration wurden transduzierte CD34+ hämatopoetische Vorläuferzellen aus 
Nabelschnurblut für 48 h in CD34 Medium kultiviert. Dabei wurden MFGS-FLT3-ITD-IRES-
GFP und MFGS-FLT3-ITD-GFP transduzierte Zellen für 3 Stunden in RPMI ohne FCS 
vorinkubiert. Anschließend wurden die Zellen in ein in vitro-Transmigrationsmodell von 
Neuroprobe eingebracht. Dafür wurden jeweils 5x104 Zellen in 58 μl Komplettmedium und 
auf die Membran einer 5 µm Mikrotiterplatte (96-Well Platten, Neuroprobe, Gaithersburg, 
MD, USA) geladen. Die untere Kammer enthielt 29 μl des Wachstums Medium mit oder ohne 
100 ng/ ml SDF-1 (R&D Systems, Minneapolis, USA). Nach 2 Stunden wurden die migrierten 
Zellen in der unteren Kammer gesammelt und mittels Durchflusszytometer BD FACS 
CaliburTM analysiert. Dabei wurde die Anzahl der GFP positiven migrierten Zellen über einen 
bestimmten Zeitraum bestimmt. Für jede Probe erfolgte eine Dreifachbestimmung. 
2.13 Nachweis von pluripotenten Vorläuferzellen (CAFC-Assay)-              
Ko-Kultivierung von CD34+ Zellen und M2-10B4 bzw. pMSCs 
Sowohl MFGS FLT3-ITD-IRES-GFP- als auch MFGS-CFP-transduzierte humane CD34+ 
hämatopoetische Vorläuferzellen aus Nabelschnurblut wurden in gleicher Anzahl (je 5x103 
Zellen) gemischt und in 6-Well-Platten auf zuvor bestrahlte M2-10B4 murinen Stromazellen 
bzw. humane pMSC gegeben. Dieser Ansatz wurde mit Zellen von je fünf verschiedenen 
Spendern wiederholt. Darüber hinaus wurden primäre AML-Blasten von sechs Spendern mit 
FLT3-WT und von sechs Spendern mit FLT-ITD-Mutationen getrennt voneinander in 6-Well-
Platten ausgesät und ebenfalls auf bestrahlten M2-10B4 ko-kultiviert. Der CAFC-Test auf 
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M2-10B4-Zellen wurde wie von Jo et al., 2000 beschrieben durchgeführt. Dafür wurden 
sowohl transduzierten Zellen als auch Blasten in Myelo CultR Medium (Myelo Cult® H5100, 
StemCell Technoloies Inc., Köln, Deutschland) mit Hydrocortison in der Gegenwart und in 
Abwesenheit von 20 µM AMD3100 (Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland) kultiviert. Die Ko-
Kulturen wurden bei 37°C und 5% CO2 für 17 Tage inkubiert. Dabei wurde wöchentlich die 
Hälfte des Mediums abgenommen und durch frisch hergestelltes Medium ersetzt. Die dabei 
entstehenden Flächen (Cobblestone forming areas/units) wurden an den Tagen 3, 7, 12 und 
17 durch die mikroskopische Auswertung der Ko-Kulturen gezählt. 
2.14 in vitro Expansion von CD34+ Zellen mittels CFSE-Färbung 
Carboxy-fluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFSE) ist ein fluoreszierender Zell-
farbstoff. Er diffundiert passiv in die Zellen und geht eine kovalente Bindung, über seine 
Succinimidyl-Fraktion mit intrazellulären Molekülen ein. (Parish, 1999). Die dabei 
entstandene Succinimidyl Ester Gruppe reagiert mit intrazellulären Aminen und bildet damit 
fluoreszente Konjugate. Nicht konjungiertes CFSE diffundiert passiv ins Medium und wird 
weggewaschen. Die Färbung bleibt in den Zellen erhalten. Im Zuge der Zellteilung wird er an 
die Tochterzellen weitergegeben, wobei die Intensität der Färbung abnimmt. FLT3-ITD 
positive- und FLT3-Wildtyp- (FLT3wt) positive AML Blasten, MFGS-FLT3-ITD-IRES-GFP- 
und MFGS-CFP-transduzierte humane CD34+ hämatopoetische Vorläuferzellen aus 
Nabelschnurblut wurden mit CFSE (Molecular Probes, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 
Germany) mit der finalen Konzentration von 10 µM markiert. Dafür wurden die Zellen mit 
PBS + 0,1% BSA gewaschen und zentrifugiert. Das Pellet wurde in vorgewärmten PBS 
resuspendiert (1x106 Zellen/ ml) und mit gleichem Volumen PBS + CFSE (10 µM) gemischt. 
Anschließend wurden die Zellen für 10 min bei 37°C inkubiert, danach wurde eiskaltes 10% 
FCS Medium dazu gegeben und die Zellen wurden für 5 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss 
wurden die Zellen zentrifugiert, der Überstand wurde verworfen und das Pellet dreimal in 
Medium mit 10% FCS gewaschen. Die gefärbten Zellen wurden sofort mit M2-10B4 Zellen 
ko-kultiviert. Die Hälfte der CFSE-gefärbten Zellen wurde zusätzlich mit 20 µM AMD3100 
versetzt. Die Zellteilungen der gefärbten Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie 
analysiert. 
2.15 in vitro Proliferationsanalysen von CD34+ Zellen bzw. AML Blasten 
Die Proliferationsexperimente wurden ebenfalls mit hämatopoetischen CD34+ Progenitor-
zellen, die aus Nabelschnurblut isoliert und mit MFGS-FLT3-ITD-IRES-GFP und MFGS-CFP 
bzw. MFGS-GFP transduziert wurden, durchgeführt. Die Zellen wurden 48 Stunden nach der 
Transduktion verwendet. Für die Proliferationsanalyse in Flüssigkultur wurden MFGS-FLT3-
ITD-IRES-GFP und MFGS-GFP transduzierte Zellen (jeweils 5x104 Zellen) in 6 Well-Platten 
getrennt voneinander kultiviert. Diese Zellen wurden zusammen mit bestrahlten M2-10B4 
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getrennt voneinander, in Myelo Cult® Medium mit Hydrocortison kultiviert. Für die direkte Ko-
Kultivierung wurden MFGS-FLT3-ITD-IRES-GFP und MFGS-CFP-transduzierte HSCs zu 
gleichen Teilen gemischt (jeweils 5x104 Zellen) und in 6 Well-Platten zusammen mit 
bestrahlten M2-10B4 oder humanen pMSCs in Myelo Cult® Medium mit Hydrocortison 
kultiviert. Dieser Ansatz wurde mit sechs verschiedenen Nabelschnurbluteinheiten 
wiederholt. Zudem wurde in Gegenwart bzw. Abwesenheit von 20 µM AMD3100 kultiviert. 
Für Kontrollstudien wurden MFGS-GFP-transduzierte Zellen verwendet. Darüber hinaus 
wurden primäre AML-Blasten von fünf Spendern mit FLT3-wt und von sechs Spendern mit 
FLT-ITD-Mutation getrennt voneinander in 6 Well-Platten auf bestrahlten M2-10B4 kultiviert. 
Die Hälfte des Mediums wurde nach 3, 7, 10 Tagen gewechselt. Die Zellvitalität und die 
Zellzahl von AML-Blasten und Transgen-positiven Zellen wurden an den Tagen 3, 7 und 12 
analysiert. Für die Analyse der jeweiligen Zeitpunkte wurden getrennte Platten vorbereitet, 
um die nicht adhärenten und adhärenten hämatopoetischen Zellen zu analysieren. Humane 
Blasten konnten zum einen von M2-10B4 Zellen durch FSC und SCC-Gating anhand ihrer 
Größe und Granularität unterschieden werden und zum anderen durch die Färbung mit dem 
humanen hämatopoetischen Zell-Marker CD45. Transduzierte Transgen-positive Zellen 
wurden von M2-10B4 Zellen durch FSC und SCC abgegrenzt und durch die Expression von 
GFP und CFP unterschieden. 
2.16 In vivo Proliferation humaner CD34+ Zellen in NOD/SCID Mäusen 
2.16.1 NOD/SCID-Mausmodell und Versuchstiere 
Ein geeignetes in vivo-System für den Nachweis des Homings und für das Überleben der 
Zellen im Knochenmark ist das NOD/SCID Xenotransplantationsmodell. Die Mutation dieser 
als non obese diabetic (NOD) severe combined immundeficiency (SCID) bezeichneten 
Mäuse schließen eine erfolgreiche DNA-Reorganisation und somit die notwendige 
Neuanordnung von Immunglobulin- und T-Zellrezeptorgenen aus. Der daraus resultierende 
Mangel an Lymphozyten führt folglich dazu, dass sämtliche Immunfunktionen, die durch B- 
und T-Zellen vermittelt werden, ausgeschaltet sind (Dick, 1996). Es wurde bereits am 
Mausmodell gezeigt, dass der Vorgang des Homings äußerst schnell abläuft und meistens 
nach 24 Stunden abgeschlossen ist (Kollet et al., 2001; Negrin et al.,2002). Der Effekt der 
Überexpression des Transgens FLT3-ITD auf das Homing wurde mit den Ergebnissen der 
Kontrollgruppe MFGS-CFP verglichen. 
2.16.2 Transplantation von transduzierten HSCs in NOD/SCID Mäuse 
Um ein erfolgreiches Einwandern humaner Zellen in der Maus zu gewährleisten und eine 
Abstoßungsreaktion zu verhindern, muss die Maus durch eine Bestrahlung (ähnlich einer 
Bestrahlung bzw. Chemotherapie beim Menschen vor Stammzelltransplantation) 
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konditioniert werden. Die Bestrahlung unterdrückt die Immunreaktion und damit das 
Abstoßen der Spenderzellen. Aufgrund der bei der NOD/SCID Maus bereits vorhandenen 
Immundefizienz kann jedoch eine geringere (subletale) Dosis als bei Wildtyp-Mäusen 
gewählt werden. Die subletale Ganzkörperbestrahlung der ca. 8 Wochen alten Tiere erfolgt 
in speziellen Käfigen, die einen konstanten Abstand der Maus zur Strahlenquelle 
gewährleisten, die Tiere aber nicht extrem einengen. Die Bestrahlungsdauer beträgt ca. 5 
min. Die Strahlendosis wurde so gewählt, dass die Tiere auch ohne nachfolgende 
Knochenmarktransplantation überleben, daher der Begriff der ‚subletalen Bestrahlung’. Eine 
Strahlendosis von 300cGy wurde in Versuchen getestet und als die für die subletale 
Bestrahlung optimale Dosis gefunden. Die Bestrahlung erfolgte im Medizinisch 
Theoretischen Zentrum des Universiätsklinikums Dresden. Die Transplantation der humanen 
Blutstammzellen erfolgte innerhalb von 24 Stunden nach Bestrahlung der Tiere mittels 
intravenöser Injektion in die Schwanzvene der Maus (Injektionsvolumen 0,2ml – 0,4ml). Für 
die Injektion wurden spezielle Impfkäfige verwendet, eine Narkose war nicht erforderlich. Die 
für die Injektion benötigten menschlichen Blutstammzellen wurden zuvor aufgereinigt und 
kryokonserviert, bevor sie dann für Versuchszwecke Verwendung fanden. Transplantiert 
wurde ein Gemisch aus je 2x106 FLT3-ITD-IRES-GFP und MFGS-CFP-transduzierten 
humanen CD34+ Zellen. Für weitere Analysen wurden Aliquote der transplantierten Zellen in 
flüssiger in vitro Kultur behalten. 
2.16.3 Isolierung von Knochenmark und Milz aus NOD/SCID Mäusen 
Die Analyse der Zellen aus dem Knochenmark und aus der Milz der Mäuse erfolgte 18 
Stunden nach der Transplantation. Dafür wurden die Tiere getötet und das Knochenmark 
aus beiden Femora und Tibiae und die Milz wurden auf die Präsenz von humanen CD34+ 
Zellen untersucht. Dabei wurden rote Zellen mit Hilfe des ACK-Lyse-Puffers (Quality 
Biological Inc., Gaithersburg, MD) lysiert. Die isolierten Zellen wurden gegen humanes 
CD45+APC gefärbt, um sie anschließend im Durchflusszytometer von den Mauszellen 
unterscheiden zu können. Als Negativkontrollen für die jeweiligen Messungen wurden Zellen 
von nicht injizierten NOD/SCID-Mäusen verwendet sowie nicht transplantierte transduzierte 
Stammzellen. Analysiert wurden zehn Tiere für beide Proben und die mittlere 
Fluoreszenzintensität für CFP und GFP wurde mit Hilfe des Durchflusszytometers bestimmt. 
2.17 Isolierung von Gesamt DNA 
Die Gesamt-DNA wurde mit Hilfe des DNeasy Blood & Tissue Kit von Qiagen (Hilden, 
Germany) nach Angaben des Herstellers isoliert. Dafür wurden 5x106 Zellen in 200 µl 
sterilem PBS aufgenommen und mit 20 µl Qiagen Proteinase K vermischt. Danach erfolgten 
die Zugabe von 200 µl Puffer AL, das Mischen für 15 Sekunden und die Inkubation bei 56°C 
für 10 min. Anschließend wurden 200 µl Ethanol (96-100%) zugegeben und die Mischung 
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wurde auf eine Quiagen-Säule gegeben (Zentrifugation 6000 x g, 1 min, RT). Danach wurde 
die Säule mit 500 µl Puffer AW1 (Zentrifugation 6000 x g, 1min, RT) und mit 500 µl AW2 
(Zentrifugation 20.000 x g, 1 min, RT) gewaschen. Die Gesamt-DNA wurde mit 200 µl 
destilliertem Wasser von der Säule eluiert (Zentrifugation 6000 x g, 1 min, RT). Die DNA-
Konzentration und Reinheit wurde bei 260 nm und 260/280 nm in einem Bio-Photometer von 
Eppendorf (Hamburg, Germany) bestimmt. 
2.18 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
PCR wurde zur Amplifikation von DNA-Fragmenten durchgeführt. Sie konnte somit für die 
Konstruktion verschiedener Plasmide genutzt werden sowie zur Kontrolle von Klonierungen 
und Gensequenzanalysen. Für das Standardprotokoll wurden Oligonucleotide (siehe 2.3), 
10-30 ng Template-DNA, 2,5 mM dNTPs (Roche, Mannheim, Germany), 10 x PCR Puffer + 
15 mM MgCl2 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), AmpliTaq Gold® DNA 
Polymerase (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) und destilliertes Wasser verwendet. 
Die PCR-Reaktion wurde nach dem vom Hersteller beschriebenen Standardprogramm im 
Thermocycler durchgeführt. Alle PCR-Produkte wurden nach Abschluss der Reaktion zur 
Kontrolle der Fragment-Größe auf einem Agarose-Gel aufgetrennt (siehe 2.23) und für 
weitere Klonierungen mit dem Qiagen PCR Purification Kit bzw. dem QIAquick-Gel 
Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.  
2.19 Isolierung von Gesamt RNA und DNase Verdau 
Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits von Qiagen (Hilden, Germany) 
nach Angaben des Herstellers isoliert. Dafür wurden 1x107 Zellen nach dem Waschen mit 
sterilem PBS in ein RNase freies Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg, Germany) auf Eis 
pipettiert. Anschließend wurden die Zellen bei 300 x g für 5 min bei RT zentrifugiert und der 
Überstand abgenommen. Das Zellpelett wurde in Lysepuffer mit β-Mercaptoethanol 
aufgenommen, resuspendiert und in einer Shredder-Säule von Qiagen homogenisiert. 
Während der RNA-Isolierung wurde ein DNA-Abbau mit dem RNase-Free DNase Set von 
Qiagen durchgeführt. Die Gesamt-RNA wurde mit 50 µl RNase-freiem Wasser von der Säule 
eluiert. Die RNA-Konzentration und Qualität wurde bei 260 nm und 260/280 nm in einem Bio-
Photometer von Eppendorf (Hamburg, Germany) bestimmt. Für den DNase-Verdau (RNeasy 
Minikit, Qiagen, Hilden, Germany) wurden 10 µg RNA, 2 µl 10 x DNase Reaktionspuffer, 2 µl 
Dnase I (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) und destilliertes Wasser (auf 20 µl) für 15 min bei 
RT inkubiert. Anschließend wurden 2 µl 25 mM EDTA dazugegeben und erneut 15 min bei 
65°C inkubiert. Danach wuden die Proben entweder bei -80°C gelagert oder es erfolgte die 
direkte Synthese von cDNA. 
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2.20 cDNA Synthese (reverse Transkription) 
Die cDNA Synthese wurde nach Angaben des First Strand cDNA Synthese Superscript II 
RT-Protokolls von Invitrogen (Karlsruhe, Germany) durchgeführt. Dabei wurden 200 ng 
Gesamt-RNA mit 200 ng Random Primern (Invitrogen, Karlsruhe, Germany), 10 mM dNTPs 
(Roche Mannheim, Germany) und destilliertem Wasser in einem Mikrozentrifugenröhrchen 
gemischt, für 5 min bei 65°C erhitzt und danach auf Eis abgekühlt. Im Anschluss wurden 5 x 
First Strand Buffer (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) und 0,1 M DTT (Invitrogen, Karlsruhe, 
Germany) dazugegeben und für 2 min bei 25°C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der 
Superscript II Reversen Transcriptase (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) und zuerst eine 
Inkubation bei 25°C für 10 min und eine weitere Inkubation bei 42°C für 50 min. 
Anschließend wurden die jeweiligen Proben durch einen Hitzeschritt bei 70°C für 15 min 
inaktiviert. Danach wurde die cDNA mit 2 Units E.coli Rnase H für 20 min bei 37°C inkubiert 
und im Anschluss als Template für RT-PCR verwendet oder bei -80°C gelagert. 
2.21 Methoden der Genexpressionsanalyse (RT-PCR) 
Die quantitative Real-Time PCR ist eine präzise und sensitive Methode für die Analyse der 
Genexpression. Sowohl für FLT3-ITD als auch für GFP-Kontrollzellen wurden die 
Genexpressionslevel für CXCR4 und SOCS3 (Tabelle 4) in CD34+ Progenitorzellen von 3-6 
verschiedenen Spendern ermittelt. Diese Genexpressionslevel wurden durch quantitative 
RT-PCR mit Hilfe des TaqMan 7300 Gene Expression Assay Systems (Applied Biosystems, 
Foster City, USA) bestimmt. Primer und 5’TAMRA-3’FAM markierte Sonden wurden 
entweder direkt bei Applied Biosystems gekauft (SOCS3) oder mit Hilfe der Primer Express 
Software von Applied Biosystems generiert und über Eurofins MWG Operon 
(www.eurofinsdna.com) hergestellt. Für die Versuche wurden die Zellen in CD34-Medium 
bzw. bei Ko-Kultivierung in LTC-IC Medium kultiviert. Anschließend erfolgte die Isolierung 
von Gesamt-RNA aus 1x107 Zellen (vgl. 2.19) und die Synthese von cDNA mit Hilfe von 
random Hexameren (vgl. 2.20). Die darauf folgende Amplifikation mittels PCR erfolgte mit 
Hilfe der spezifischen Primer und einer spezifischen Sonde (Tabelle 4). Alle Reaktionen 
wurden in einem Volumen von 50 µl und einem thermischen Profil von 10 min bei 95 °C 
(initialer Zyklus) und 40 Zyklen für 15 s bei 95 °C, 15 s bei 60 °C und 60 s bei 72 °C 
durchgeführt. Das Programm wurde mit einem Dissoziations-Zyklus für das Detektieren der 
Schmelztemperatur des Produktes beendet. Die Genexpression wurde mit der Ct(2
-∆∆Ct)-
Methode mit dem Referenzgen Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydogenase (GAPDH) 
normalisiert. Sowohl für FLT3-ITD als auch für die Kontrollzellen wurden die jeweiligen CT-
Werte (Threshold Cycle = "Schwellenwert-Zyklus") ermittelt. Diese beschreiben den Zyklus, 
an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant über die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Die 
unterschiedlichen Expressionen der jeweiligen Gene wurden durch delta-CT-Werte 
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angegeben und  mit der Ct(2
-∆∆Ct)-Methode  mit dem Housekeeping-Gen Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydogenase (GAPDH) als Referenz normalisiert. 
2.22 Zellaufschluss und Bestimmung der Proteinkonzentration 
Für die Proteinextraktion wurden die geernteten Zellen auf Eis gestellt, mit eiskaltem PBS 
gewaschen, der Überstand wurde komplett entfernt und das trockene Zellpellet für 
mindestens eine Stunde bei -80°C eingefroren. Dann wurden die noch gefrorenen Zellen in 
frisch hergestelltem eiskalten Lysepuffer (10 mM Tris/HCL pH 7,5; 130 mM Natriumchlorid; 5 
mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) pH 8,0; 1% Triton-X 100, 50 mM Natriumfluorid; 
10 mM Natriumphosphat, 20 mM Di- Natriumhydrogenphosphat; 20 mM Natrium-
dihydrogenphosphat; 1 mM Natriumorthovanadat; 1 mM Glycerolphosphat) mit frisch 
versetztem Protease Inhibitor Cocktail (ROCHE, Mannheim, Germany) und 1 mM Phenyl-
methylsulfonylfluorid bzw. PMSF (AppliChem, Darmstadt, Germany) resuspendiert und für 
20 min auf Eis inkubiert. Nach 20-minütiger Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4°C, wurde 
die Proteinkonzentration im Überstand ermittelt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration 
der unterschiedlich transduzierten hämatopoetischen Vorläuferzellen erfolgte mit dem BCA 
Protein Assay Kit von Pierce (Bonn, Germany) nach Angaben des Herstellers. Das 
Testprinzip kombiniert die standardisierte Biuretreaktion (Reduktion von Cu+2 zu Cu+ durch 
Protein) mit der selektiven und sensitiven Farbreaktion von Grün zu Violett mit 
Bicinchoninsäure (BCA). Für das Erstellen einer Standartkurve wurde ein Albuminstandard 
(Pierce, Rockford, USA) mitgeführt. Für die Messung wurden 10 - 25 µl je Standard (BSA, 
Arbeitsbereich: 20– 2.000 µg/ ml) und Probe in eine 96-Well-Platte pipettiert, 200 µl 
Arbeitslösung zugegeben und die Platte 30 s geschüttelt. Nach Inkubation für 30 min bei 
37°C wurde die Absorption nach Abkühlung auf RT bei 562 nm im Plattenlesegerät 
gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte anhand der Standardkurve 
(Doppelbestimmung). Als Kontrollwert wurde PBS gemessen und dieser Absorptionswert 
wurde anschließend von den Probewerten subtrahiert. 
2.23 SDS-Page und Western Blot 
Die Methode der diskontinuierlichen Elektrophorese nach Laemmlie (1970) wurde für die 
elektrophoretische Auftrennung der Proteine unter denatuierenden Bedingungen 
durchgeführt. Dafür wurden 30 µg Gesamtprotein in dreifach konzentriertem Puffer für 5 min 
bei 95°C gekocht und zusammen mit einem Proteinstandard (Page Ruler 10-170 kDa, 
Fermentas, St. Leon-Rot, Germany) auf einem 10% igen Polyacrylamidgel separiert. Danach 
erfolgte für 30 min bei 30 V der Transfer auf eine PVDF Membran (Amersham Biosciences, 
Buckinghamshire, UK) im Trans-Blot® SD Semi-dry transfer cell (Biorad, Hercules, USA). 
Nach Beendigung des Blottens wurde die Membran für 5 min mit 1x Ponceau S Lösung 
(Sigma, München, Germany) gefärbt. Danach wurden die übertragenen Proteine fixiert und 
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zusätzlich geprüft, ob die aufgetrennten Proteine übertragen wurden. Anschließend wurde 
die Membran gewaschen und für eine Stunde bei Raumtemperatur in 5% iger Blocklösung 
(5% w/v Magermilchpulver (Biorad, Hercules, USA) in 0,1% TBS/ Tween (Serva, Heidelberg, 
Germany)) inkubiert, um unspezifische Antikörperbindungen zu vermeiden. Die Western 
Blot-Analyse erfolgte mit unterschiedlichen Antikörpern bei 4°C über Nacht. Nach 
dreimaligem Waschen für 10 min in 0,1% TBS/ Tween wurde die Membran mit sekundärem 
Antikörper inkubiert und nach erneutem dreimaligen Waschen für 10 min wurde das Protein 
Signal mit Hilfe des Chemilumineszenz ECL Plus Western Blotting Detection Sysems (GE 
Healthcare, Buckinghamshire, UK) detektiert und auf einen Hyperfilm (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK) übertragen. 
Um die Detektion der Antikörper bzw. der phosphorylierten Antikörper relativ zur 
Gesamtproteinkonzentration darzustellen, wurde ein und dieselbe Membran nacheinander 
mit unterschiedlichen Antikörpern beladen. Dafür wurde der erste Antikörper mit Hilfe eines 
Stripping Puffers (700 µl β-Mercaptoethanol; 10 ml 20% igem SDS; 6,15 ml 1 M Tris-HCL, 
pH 6,8; 83,05 ml destilliertes Wasser) für 10 min bei 56°C abgelöst, die Membran wurde 
dreimal in 0,1% igem TBS/Tween gewaschen, anschließend erneut geblockt, mit primärem 
und sekundärem Antiköper beladen und wie bereits beschrieben detektiert. Als Kontrolle für 
gleichmäßiges Beladen von Gesamtprotein auf das Gel wurden die Blots zusätzlich mit 
einem GAPDH-Antikörper gefärbt.  
2.24 Mikroskopie 
Phasenkontrastbilder wurden mit Hilfe der AxioCam Mrm digital Kamera und dem Axiovert 
200M Microscop (Zeiss, www.zeiss.com) gemacht. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der ImageJ 
software (http//rsbweb.nih.gov/ij/). 
2.25 Statistik 
Alle Experimente wurden drei bis sechs Mal wiederholt. Des Weiteren erfolgte für 
Experimente wie der RT-PCR und den CAFC-Assay eine 3-fach-Bestimmung. Die 
Auswertung der Daten wurde mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism vorgenommen. 
Für alle Experimente wurden nicht-parametrische Tests, wie Kruskal-Wallis oder Mann-
Whitney U-Test, verwendet. Für die Analyse der Genexpression mit der Real Time RT-PCR 
wurde die Signifikanz mit dem T-Test berechnet. Die Ermittlung der p-Werte erfolgte mit dem 
Wilcoxons Signed Rank Test. Die im Teil 3. Ergebnisse aufgeführten Daten repräsentieren 
die Mittelwerte ± SD. Signifikanzen sind mit Sternen gekennzeichnet, dabei stehen * für p < 
0,05; ** für p < 0,01 und *** für p < 0,001. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Funktionelle Charakterisierung von „internal tandem duplication“- 
Mutationen in humanem FLT3 in HSCs 
Es wurde bereits bei unterschiedlichen Zelllinien gezeigt, dass ITD-Mutationen durch 
Autophosphorylierung Liganden-unabhängiges Wachstum induzieren (Hayakawa et al., 
2000; Spiekermann et al., 2003; Yamamoto et al., 2001). Die in dieser Arbeit verwendeten 
FLT3-Konstrukte wurden aus der humanen leukämischen Zelllinie MV4-11 kloniert, mit 
freundlicher Genehmigung der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Christian Thiede der 
Medizinischen Klinik I der Universitätsklinik Dresden. Durch die vollständige Sequenzierung 
(Duplikation siehe Anhang 1) des Gens FLT3-ITD konnte verifiziert werden, dass keine 
zusätzlichen Mutationen inseriert sind. 
3.1.1 Klonierung von FLT3-ITD Rezeptor Konstrukten 
Um FLT3-ITD gezielt in humanen HSCs zu überexprimieren, wurde das Gen in den 
gammaretroviralen Transfervektor MFGS kloniert. Retrovirale Vektoren besitzen die 
Fähigkeit sowohl sich teilende als auch sich nicht teilende Zellen zu infizieren und eine 
stabile Expression des Transgens mit der Zeit zu erreichen (Sena-Esteves et al., 1999). Die 
Struktur eines retroviralen Einzelstrang-RNA-Moleküls ist für das FLT3-ITD-Transgen in 
Abbildung 3.1 stark vereinfacht dargestellt. Dafür wurde der bereits vorhandene Vektor 
MFGS-CerACIE (2.4), der eine IRES-EGFP-Kassette beinhaltet, als Ausgangsmaterial für 
die PCR verwendet. Mit Hilfe der Primer FLT3forwXhoI und FLT3rev BamHI wurden 
zusätzliche Restriktionsschnittstellen für XhoI und BamHI inseriert und der Vektor MFGS-
IRES-EGFP generiert. 
 
Abb.3.1: MFGS-FLT3-ITD-IRES-EGFP. Struktur eines einfachen retroviralen Einzelstrang-RNA 
Moleküls. 5‘ Long Term Repeat; gag – Struktur-, Matrix- und Capsidprotein; FLT3-ITD – Transgen; 
IRES-GFP – grün fluoreszierendes Protein als stabiler Selektionsmarker, 3‘ Long Term Repeat. Die 
Synthese einer viralen Doppelstrang- DNA. Dieses Moleküls ist erforderlich, damit eine Integration ins 
Genom stattfinden kann. 
 
Für die anschließende Klonierung mit FLT3-ITD wurde das gereinigte Amplifikat MFGS-
IRES-GFP (9381bp) mit Hilfe der Restriktionsendonucleasen XhoI und BamHI geschnitten 
und erneut aufgereinigt. Danach erfolgte die Amplifizierung von FLT3-ITD aus dem Vektor 
p6CFG-FLT3-ITD mit Hilfe der Primer FLT3forwSalI und FLT3revBamHI. Dadurch wurden 
am Ende des Gens eine BamHI Schnittstelle und an den Anfang des Gens, noch vor die 
5' LTR         gag          FLT3-ITD      IRES      GFP          3’ LTR 
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KOZAK-Sequenz, eine SalI Schnittstelle inseriert. Das amplifizierte PCR-Produkt FLT3-ITD 
(3014bp) wurde gereinigt und mit den Enzymen SalI und BamHI geschnitten. Nach der 
erneuten Aufreinigung konnten FLT3-ITD und der geschnittene Vektor MFGS-IRES-GFP 
aufgrund der Kompatibilität der SalI und XhoI überhängenden Enden ligiert werden. 
Anschließend erfolgte die Transformation des Ligationsansatzes in den Stamm E.coli DH5αC 
und die Selektion der daraus resultierenden Transformanden auf einen Ampicillin-resistenten 
Phänotyp. 
Mittels nachfolgender Sequenzierung wurde gezeigt, dass sich die vollständige Sequenz von 
FLT3-ITD (2979bp) an der richtigen Stelle des Vektors befindet. Das durch die Ligation 
entstandene Plasmid MFGS-FLT3-ITD-IRES-GFP ist in Abbildung 3.2 A dargestellt. 
 
A       B 
MFGS-FLT3ITD-IRES-EGFP
12395 bp
FLT ITD EGFP
SalI
BamHI
EMCV-IRES
MFGS-FLT3ITD-IRES-ECFP
12395 bp
ECFPFlt3.ITD
BamHI
NotI
SalI
EMCV-IRES
 
Abb.3.2: (A) Retrovirale Vektorkarten von MFGS-FLT3-ITD-IRES-GFP und (B) MFGS-FLT3-ITD-
IRES-CFP. A: Integration von FLT3-ITD mit Hilfe der Restriktionsenzyme BamHI, SalI und XhoI. B: 
Integration des PCR-Produktes IRES-CFP in den, mit BamHI und NotI, geschnittenen Vektor MFGS-
FLT3-ITD-IRES-GFP. 
 
Zusätzlich erfolgte die Konstruktion des Vektors MFGS-FLT3-ITD-IRES-CFP. Dafür wurde 
zunächst die IRES-site (585bp) aus dem Vektor MFGS-FLT3-ITD-IRES-GFP mit den 
Primern ires-f und ires-r generiert. Des Weiteren wurde die Amplifizierung von ECFP (717bp) 
mit den Primern CFP-ol-f und R-Not_GFP und somit eine Restriktionsschnittstelle für NotI 
am Ende des Gens eingefügt. Ausgangsmaterial für diese PCR war das Plasmid MFGS-CFP 
(2.4). Anschließend wurden beide PCR-Produkte über ein Agarosegel aufgereinigt und in 
einer zweiten, sogenannten overlap-PCR, miteinander verbunden. Mit Hilfe der Primer ires-f 
und R-Not_EGFP erfolgte die Amplifikation eines IRES-CFP-Fragmentes (1302bp). 
Das gereinigte PCR-Fragment IRES-CFP und der Vektor MFGS-FLT3-ITD-IRES-GFP 
wurden dann mit den Restriktionsenzymen BamHI und NotI geschnitten und mit Hilfe eines 
Agarosegels wurden die benötigten Fragmente isoliert. Daraufhin erfolgte die Ligation des 
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Fragmentes IRES-CFP mit dem geschnittenen Vektor-Fragment MFGS-FLT3-ITD und die 
Transformation in E.coli DH5αC. Die daraus resultierenden Transformanden wurden mit Hilfe 
von Ampicillin selektiert. Das Plasmid MFGS-FLT3-ITD-IRES-CFP wurde anschließend 
sequenziert und ist in Abbildung 3.2 B dargestellt. 
Um für nachfolgende Versuche die Integration von FLT3-ITD charakterisieren zu können, 
wurden als Kontrollen die beiden unterschiedlichen MFGS-Vektoren ohne das FLT3-ITD-
Transgen mitgeführt. Die Vektoren MFGS-FLT3-ITD-IRES-GFP, MFGS-FLT3-ITD-IRES-
CFP, MFGS-GFP und MFGS-CFP wurden anschließend, wie im Methodenteil unter 2.10 
beschrieben, in 293T Zellen transfiziert und transient Virus-Vektoren produziert. Mit den 
daraus resultierenden Virusüberständen erfolgte dann die Transduktion der adhärenten, 
Virus-Vektor produzierenden Zelllinie FLYRD18. Für die jeweiligen Konstrukte wurden 
daraufhin Einzelklone der transduzierten FLYRD18-Zellen selektiert und kultiviert. Danach 
erfolgte das Sammeln des Virusüberstandes für die jeweilige Zelllinie und deren 
Konzentration mittels Ultrazentrifugation (2.10.2). 
 
3.1.2 FLT3-ITD-Überexpression in stabil transduzierte HSCs 
Die cDNA-Sequenz des gesamten FLT3-Rezeptors sowie die Präsenz, Länge und Position 
der „internal tandem duplication“ wurden mit Hilfe von Sequenzierung kontrolliert. In der 
Abbildung 6.1 (siehe Anhang) wird gezeigt, dass genau die 24 Nukleotide der originalen 
Sequenz zusätzlich inseriert wurden. Es bestätigte sich, dass das duplizierte 
Sequenzfragment durch 6 zusätzliche, nicht zu FLT3 gehörende Nukleotide, vom originalen 
Sequenzfragment getrennt wird, wie bereits in der Arbeit von Sina Koch gezeigt wurde (Koch 
et al., 2008). Das gesamte Sequenzfragment befindet sich zwischen 1797- und 1850bp im 
FLT3-Gen. 
Um die klonierten Konstrukte in die verwendeten humanen hämatopoetische CD34+ 
Stammzellen zu integrieren, erfolgte die Transduktion mit MFGS-FLT3-ITD-IRES-GFP und 
MFGS-GFP. Nach 48 Stunden wurden die transduzierten Zellen anhand ihrer Expression 
von GFP im Durchflusszytometer gemessen. Wie in Abbildung 3.3 A zu erkennen ist, ergibt 
sich für FLT3-ITD-IRES-GFP eine Transduktionseffizienz von 83% in CD34-angereicherten 
HSCs aus humanem Nabelschnurblut. Die mit dem Kontrollvektor MFGS-GFP transduzierten 
Zellen wurden zu 91% transduziert und zeigen im Allgemeinen eine stärkere 
Fluoreszenzintensität (2789,51) als FLT3-ITD-IRES-GFP-transduzierte Zellen (133,41). 
Abschließend wurde die Expression des FLT3-ITD Rezeptors auf Proteinebene untersucht. 
Dafür wurde mit einem spezifischen Antikörper FLT3 im Western Blot nachgewiesen. Dabei 
konnte bei naiven, nicht transduzierten und bei MFGS-GFP-transduzierten Zellen kein FLT3 
nachgewiesen werden. Beide Rezeptorproteine zeigen das charakteristische 
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Glykosylierungsmuster der komplex glykosylierten, maturen Form (160kDa) und der 
immaturen Form (130kDa), die mannosereiche Strukturen beinhaltet (Schmidt-Arreas et al., 
2005). Während bei FLT3-wt die komplex glykosylierte Form dominiert, zeigen FLT3-ITD 
Rezeptorproteine hauptsächlich die immature, mannosereiche Form (Abb.3.3 B).  
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Abb.3.3: Lentivirale Überexpression von FLT3-ITD und der GFP-Kontrolle in humanen CD34+ 
hämatopoetischen Stammzellen: (A) Transduktionseffizienz FLT3-ITD- und GFP-transduzierter 
Zellen. Gemessen wurde die Fluoreszenzintensität im Fluoreszenzkanal FL1. Das graue Histogramm 
repräsentiert naive, untransduzierte CD34+ Zellen. Im Vergleich dazu ist für FLT3-ITD zu erkennen, 
dass 83% der Zellen positiv transduziert sind, für das GFP-Kontrollplasmid beträgt die 
Transduktionseffizienz 91%. (B) Die Expression von FLT3-ITD Rezeptor-Proteinen wurde mit einem 
spezifischen Antikörper im Western Blot nachgewiesen. Dabei konnte bei naiven, nicht transduzierten 
und bei MFGS-GFP-transduzierten Zellen kein FLT3 nachgewiesen werden. Bei FLT3-wt- und FLT3-
ITD sind spezifische Banden bei 160 kDa und 130 kDa zu erkennen. 
 
3.1.3 FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigen konstitutive 
Phosphorylierungen für Akt, STAT5A, STAT3 und ERK1/2 
Um die Funktionalität des überexprimierten Rezeptors FLT3-ITD zu prüfen, wurde die 
Aktivierung von FLT3-untergeordnete Signalwegen analysiert, um zum einen zu ermitteln, 
welche Signalwege in unserem Versuchsmodel konstitutiv aktiv sind und um einen 
möglichen Link zu CXCR4 zu finden. Die für FLT3 am häufigsten beschriebenen Signalwege 
sind dabei der MAPK-, PI3K/Akt- (Proteinkinase B), STAT5- und STAT3-Signalweg. Für 
diese Signalwege wurde bereits in vorherigen Studien gezeigt, dass sie bei FLT3-ITD 
FLT3 
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IRES GFP 
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Mutationen konstitutiv aktiv sind (Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al., 2000; Spiekermann et 
al., 2003; Mizuki et al., 2000). 
Mittels Western Blot-Analyse wurde die Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase Akt als 
Marker für die Aktivierung des PI3K-abhängigen Signalweges untersucht. Dafür wurden die 
Zelllysate von sowohl FLT3-ITD- und GFP-transduzierten HSCs mit einem spezifischen 
Antikörper gegen phosphoryliertes-Akt-Ser473 detektiert. Dieser Antikörper detektiert nicht 
nur phosphoryliert Akt (pAkt, typische Bande bei 60 kDa), sondern auch eine Kreuzreaktion 
zu anderen unspezifischen Proteinen von etwa 80 kDa (schwächere obere Bande). Im 
Western Blot zeigte sich eine Erhöhung des konstitutiven Levels an phosphoryliertem Akt für 
FLT3-ITD-transduzierte Zellen im Vergleich zu den transduzierten GFP-Kontrollzellen 
(Abb.3.4 A). Die Gesamtmenge von Akt wurde durch die Analyse der gleichen Proben mit 
einem spezifischen Anti-Akt-Antikörper bestimmt und zeigte keine Unterschiede. Als positive 
Kontrolle für pAkt wurden die Lysate von naiven HELA-Zellen mitgeführt, bei denen Akt von 
vornherein konstitutiv aktiv ist (Wang et al., 1998). 
A 
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Abb.3.4: Funktionalität der FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen im Vergleich mit GFP-
Kontrollzellen A: Die Zellen wurden lysiert und die Aktivierung von Akt wurde mittels Western Blot 
bestimmt, mit Hilfe eines Antikörpers gegen phosphoryliertes-Akt-Ser473 (~60 kDa). Im mittigen Blot 
lässt sich für FLT3-ITD (Banden 3 und 4) eine stärkere Aktivierung von Akt nachweisen, im Vergleich 
zur GFP-Kontrolle (Banden 1 und 2). Es wurden verschiedene Konzentrationen der Gesamtproteine 
aufgetragen. Als Kontrolle wurde zusätzlich GAPDH detektiert (unterer Blot), um zu zeigen, dass 
gleiche Konzentrationen aufgetragen wurden. HELA-Lysat fungierte als Positivkontrolle für Akt/pAkt. 
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(B) Es wurde eine konstitutive Phosphorylierung von STAT5A, STAT3 und ERK1/2 in FLT3-ITD-
überexprimierenden Zellen gezeigt. 
 
Die Analyse von STAT5A, STAT3 und ERK1/2 erfolgte mit dem Durchflusszytometer. Es 
konnte gezeigt werden, dass die Expression von FLT3-ITD in hämatopoetischen CD34+ 
Vorläuferzellen eine signifikant stärkere STAT5-, STAT3- und ERK- Aktivierung im Vergleich 
zu GFP-Kontroll-transduzierten Zellen induziert (Abb.3.4 B). Die Überexpression des FLT3-
ITD-Transgens resultiert also in einer konstitutiven Aktivierung von STAT5A, STAT3 und 
ERK1/2 (Abb.3.4 B) und bestätigt die Funktion des FLT3-ITD-Transgens, während GFP-
transduzierte Kontrollzellen oder nicht-transduzierte humane hämatopoetische 
Vorläuferzellen keine Anzeichen einer konstitutiven Phosphorylierung von STAT5A, STAT3 
oder ERK1/2 aufwiesen. 
 
3.1.4 FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigen eine signifikant reduzierte 
CXCR4-Expression 
Im Gegensatz zu bereits publizierten Daten (Fukuda et al, 2005) zeigte sich für FLT3-ITD 
Transgen-überexprimierende Zellen sowohl eine reduzierte Oberflächenexpression- als auch 
eine reduzierte intrazelluläre CXCR4-Expression im Durchflusszytometer im Vergleich zu 
naiven oder kontrolltransduzierten Zellen (Abb.3.5). Während FLT3-ITD-Transgen-positive 
Zellen nur eine CXCR4-Oberflächenexpression von 5,5% zeigten, wiesen die kontroll-
transduzierten Zellen eine CXCR4-Oberflächenexpression von 55,9% auf (Abb.3.5 A). Das 
CXCR4-Expressionslevel, gemessen durch die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI), war 
ebenfalls signifikant reduziert. Die MFI für die CXCR4-Oberflächenexpression von FLT3-ITD-
Transgen-positiven Zellen betrug 48,5 im Vergleich zu 206,6 für GFP-transduzierte 
Kontrollzellen. Im Einklang mit der eingeschränkten CXCR4-Oberflächenexpression, betrug 
die MFI für die Gesamt-CXCR4-Expression für FLT3-ITD-positive Zellen 87,7 im Vergleich 
zu 173,5 für kontrolltransduzierte Zellen. FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigten eine 
CXCR4-Gesamtexpression von 46,98% und GFP-Kontroll-transduzierte Zellen eine CXCR4-
Gesamtexpression von 53,1% (Abb.3.5. B).  
Sowohl für FLT3-ITD als auch für GFP-Kontrollzellen wurde mittels RT-PCR das 
Expressionsmuster der mRNA für CXCR4 in CD34+ Progenitorzellen von vier verschiedenen 
Spendern ermittelt. Die Quantifizierung der jeweiligen PCR-Produkte wurde anhand von 
Fluoreszenz-Messungen durchgeführt, die während eines PCR-Zyklus erfasst wurden. Die 
Evaluation der Ergebnisse erfolgte unter der Verwendung des Housekeeping-Gens GAPDH 
als Referenz für die Expression von CXCR4. Außerdem wurde der Gesamt-cDNA-Gehalt der 
einzelnen Proben gemessen und angeglichen. Sowohl für FLT3-ITD als auch für die 
Kontrollzellen wurden die jeweiligen CT-Werte (Threshold Cycle = "Schwellenwert-Zyklus") 
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ermittelt. Diese beschreiben den Zyklus, in dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant über 
die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Die unterschiedlichen Expressionen von CXCR4 
wurden durch delta-CT-Werte angegeben, die mit Hilfe des Housekeeping-Gens GAPDH als 
Referenz für die Expression von CXCR4 ermittelt werden konnten. CXCR4 ist dabei im 
Vergleich zu den Kontrollzellen auch auf mRNA-Ebene in FLT3-ITD-transduzierten Zellen 
herunterreguliert. Die Abbildung 3.5. C zeigt die Expression von CXCR4 normalisiert gegen 
die Expression von GAPDH. Die Genexpressionsanalysen bestätigten also die FACS-Daten 
und zeigten eine 8,8-fache Reduktion der CXCR4-mRNA-Expression in FLT3-ITD-
überexprimierenden HSCs im Vergleich zu GFP transduzierten Kontrollzellen (* p <0,05, 
Abb.3.5 C). 
A       B 
 
 
C 
 
Abb.3.5: Analyse der Expression des SDF-1 Rezeptors CXCR4 bei in vitro-kultivierten CD34+ 
Progenitorzellen. (A und B) Die FACS-Analyse berücksichtige nur lebende und positiv transduzierte 
Zellen für FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen und für GFP-transduzierte Kontrollzellen. Die Integration 
des FLT3-ITD-Transgens zeigte im Vergleich zum GFP-Kontrollvektor eine signifikant geringere 
CXCR4-Oberflächenexpression (A) und eine signifikant geringere CXCR4-Gesamtexpression (B). (C) 
Genexpressionsanalysen zeigten eine 8,8-fache Reduktion der CXCR4-mRNA-Expression in FLT3-
ITD-überexprimierenden HSCs im Vergleich zu GFP-transduzierten Kontrollzellen (* p <0,05). 
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3.1.5 FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigen eine signifikant reduzierte 
Migration gegen SDF-1 
Im Einklang mit der reduzierten CXCR4-Expression von FLT3-ITD-positive Zellen, und im 
Gegensatz zu bereits publizierten Daten wurde ein 12,8-fach reduziertes SDF-1 abhängiges 
Migrationspotential (*** p <0,001) der FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen im Vergleich zu 
kontrolltransduzierten Zellen ermittelt (Abb.3.6). FLT3-ITD-positive Zellen migrierten um 
1,6% +/-0,71 (spontane Migration lag bei 0,6% +/-0,45), während die GFP-transduzierten 
Kontrollzellen um 20,6% +/-3,2 (spontane Migration lag bei 0,6% +/-0,49) migrierten. Die 
Ergebnisse stammen aus drei Einzelexperimenten. 
 
Abb.3.6: Migration gegen SDF-1. FLT3-ITD-positive Zellen (schwarz) zeigten ein 12,8-fach 
reduziertes SDF-1-abhängiges Migrationspotential (*** p <0,001) im Vergleich zu kontroll- 
transduzierten Zellen (weiß). 
 
3.1.6 FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigen ein reduziertes Homing ins 
Knochenmark von NOD/SCID Mäusen 
Alle bisher durchgeführten in vitro-Versuche verschaffen nur einen begrenzten Einblick in die 
Auswirkung von FLT3-ITD Mutationen in hämatopoetischen Progenitorzellen im Organismus. 
HSCs befinden sich unter natürlichen physiologischen Bedingungen vor allem im 
Knochenmark, lassen sich allerdings zu einem geringen Teil auch im peripheren Blut 
nachweisen (Berenson et al., 1988; To et al., 1997). Stammzellen sind auch in der Lage, aus 
den Nischen des Knochenmarks in den Blutkreislauf zu gelangen und an einer anderen 
Stelle wieder in das Knochenmark zurückzufinden. Dieses Phänomen wird als Homing 
bezeichnet. 
FLT3-ITD-überexprimierende- und kontrolltransduziert HSCs wurden zu gleichen Teilen in 
acht NOD/SCID-Mäuse ko-transplantiert und das Homing ins Knochenmark und in die Milz 
wurde mittels Durchflusszytometrie 18 Stunden nach der Transplantation untersucht. In 
Abbildung 3.7 A ist ein repräsentativer Dot Blot der aus Knochenmark und Milz isolierten 
Zellen dargestellt. Das Gate R1 grenzt anhand der FSC/SSC-Charakteristik humane CD34+ 
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Zellen ein. In Abbildung 3.7 B beschreibt das Gate R2 CD45+ gefärbte in R1 enthaltene 
Zellen. Die Gates R3 und R4 in Abbildung 3.7 C spezifizieren humane FLT3-ITD-GFP-
positive Zellen und CFP-Kontrollzellen. Bei der Abbildung 3.7 C handelt es sich um die 
Negativkontrolle, bei der keine humanen Zellen transplantiert wurden, daher sind keine 
Zellen in R3 und R4 zu erkennen. Im Knochenmark (Abb.3.7 D) war der prozentuale Anteil 
von CFP-Kontrollzellen signifikant höher im Vergleich zu FLT3-ITD-positiven Zellen. In der 
Milz (Abb.3.7 E) konnte kein signifikanter Unterschied in der Verteilung zwischen den 
transplantierten Zellen festgestellt werden. 
Wie aus der Abbildung 3.7 F hervorgeht, zeigte sich ein signifikant (**p<0,01) reduziertes 
Knochenmark-Homing von FLT3-ITD-positiven HSCs (0,06% +/-0,04 für FTL3-ITD) im 
Vergleich zu CFP-positiven Kontrollzellen (0,21% +/-0,09). Zwischen der Zahl der FLT3-ITD-
überexprimierenden HSCs, die in die Milz gewandert waren, und den CFP-positiven 
Kontrollzellen gab es keinen signifikanten Unterschied. 
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Abb.3.7: Einfluss von FLT3-ITD-Mutationen auf das Homing von HSCs.  
(A) Repräsentative FACS-Analyse der aus Knochenmark und Milz isolierten Zellen. Das Gate R1 
grenzt anhand der FSC/SSC-Charakteristik humane CD34+ Zellen ein. (B) Das Gate R2 beschreibt 
CD45+ gefärbte in R1 enthaltene Zellen. (C) Die Gates R3 und R4 spezifizieren humane CFP- und 
GFP-positive Zellen. In diesem Fall handelt es sich um die Negativkontrolle, bei der keine humanen 
Zellen transplantiert wurden, daher sind keine Zellen in R3 und R4 zu erkennen. (D) Im Knochenmark 
war der prozentuale Anteil von CFP-Kontrollzellen signifikant höher im Vergleich zu FLT3-ITD-
positiven Zellen. (E) In der Milz konnte kein signifikanter Unterschied in der Verteilung zwischen den 
transplantierten Zellen festgestellt werden. (F) Für die Analyse der transplantierten Zellen wurden 
lediglich die sich innerhalb von R3 und R4 befindlichen Zellen berücksichtigt. Der prozentuale Anteil 
von FLT3-ITD- und CFP-transduzierten Zellen in Knochenmark und Milz bezieht sich auf die 
Gesamtzahl der gemessenen Zellen (**p<0,01). 
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3.1.7 FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigen eine signifikant höhere 
SOCS3-Expression 
Für den sogenannten Suppressor of Cytokine Signaling 3 (SOCS3) wurde gezeigt, dass er 
die SDF-1-vermittelte Migration durch Bindung an CXCR4 (Soriano et al., 2002) 
beeinträchtigt. Es ist bekannt, dass STAT-Proteine SOCS3 hoch regulieren (Schuringa et al., 
2000). Um den möglichen Einfluss von FLT3-ITD auf SOCS3 zu untersuchen, wurde durch 
RT-PCR das Expressionsmuster der mRNA von SOCS3 an Tag 3 bei insgesamt vier 
verschiedenen humanen Spendern analysiert, sowohl für FLT3-ITD-transgene- als auch für 
GFP-transduzierte CD34+ Progenitorzellen. Die Quantifizierung der PCR-Produkte und die 
Evaluierung der Ergebnisse erfolgten unter Verwendung des Referenzgens GAPDH. SOCS3 
war signifikant hoch (**p<0,01) reguliert in FLT3-ITD-Transgen-positiven HSCs im Vergleich 
zu den Kontroll-transduzierten Zellen (4-fach an Tag 3, Abb. 3.8). 
 
 
Abb.3.8: RT-PCR-Analyse der Expression von SOCS3. FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen 
exprimieren 4-mal mehr SOCS3 als die GFP-Kontrollzellen. Dargestellt ist die Expression von SOCS3 
in Bezug auf die Expression des Housekeepinggens GAPDH (**p<0,01). 
 
3.1.8 FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen weisen eine signifikant stärkere 
Proliferation in Flüssigkultur auf 
Wie bereits in zahlreichen Studien gezeigt wurde, induziert der Erwerb von ITD-Mutationen 
im FLT3-Gen ein verstärktes Wachstum in verschiedenen Zelllinien (Spiekermann et al., 
2003; Yamamoto et al., 2001). Um den Einfluss des FLT3-ITD-Transgens auf die 
Proliferation von HSCs zu untersuchen, wurden FLT3-ITD- und GFP-Kontroll-transduzierte 
HSCs 48 Stunden nach der Transduktion für 12 Tage in CD34-Medium kultiviert und an den 
Tagen 3, 7 und 12 analysiert. Dafür wurden jeweils die Zellzahl und der Anteil GFP-
exprimierender Zellen bestimmt. 
In der Abbildung 3.9 A ist der relative Anstieg der Proliferation in Bezug auf die initiale 
Zellzahl an Tag eins dargestellt. Der Proliferationsanstieg bezieht sich also für jeden 
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Messtag prozentual auf die eingesetzte Ausgangszellzahl von 5x104 Zellen pro Well. Die 
Überexpression des FLT3-ITD-Transgens in CD34+ hämatopoetischen Progenitorzellen 
induziert erst nach 12 Tagen ein 2,8-fach höheres und somit ein signifikant höheres 
Wachstum (970% +/-70,0; ***p<0,001) als GFP-transduzierte Kontrollzellen (347% +/-25) in 
CD34-Medium (Abb.3.9 A). Es konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Anteils 
GFP- exprimierender Zellen zwischen FLT3-ITD- und GFP-transduzierten Zellen festgestellt 
werden (Abb.3.9 B). Es war lediglich ein leichter Anstieg der GFP-positiven Zellen, für FLT3-
ITD-transduzierte Zellen zu verzeichnen (Tag 3: 60,72% +/-11,8, Tag 7: 62,2% +/-5,2, Tag 
12: 67,7% +/-12,0), das heißt FLT3-ITD-positiv transduzierte Zellen reicherten sich 
geringfügig an. Die GFP-transduzierten Kontrollzellen zeigen tendenziell nach 12 Tagen 
einen leichten Abfall GFP-exprimierender Zellen (Tag 3: 64,2% +/-10,8; Tag 7: 67% +/-2,6; 
Tag 12: 62,4% +/-15,1). 
 
A       B 
 
Abb.3.9: Einfluss von FLT3-ITD-Mutationen auf die Proliferation und die Transgen-Expression 
in Flüssigkultur. (A) FLT3-ITD Transgen positive Zellen proliferierten nach 12 Tagen 2,8-fach mehr 
als GFP-transduzierte Kontrollzellen. (B) FLT3-ITD-positiv-transduzierte Zellen reicherten sich 
geringfügig an, messbar durch die Änderung der GFP-Expression im Durchflusszytometer. GFP-
transduzierte Kontrollzellen zeigen nach 12 Tagen einen leichten Abfall der GFP-Expression 
(***p<0,001). 
 
3.1.9 FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen weisen signifikant mehr zeitige CAFC 
auf 
Aufgrund von eingeschränkten Untersuchungsmöglichkeiten am lebenden humanen 
Organismus ist es komplizierter, die Biologie von humanen hämatopoetischen Stammzellen 
zu erforschen als in anderen Organismen. Für den Nachweis der Klonalität von frühen 
hämatopoetischen Zellen, die in der Stammzellhierarchie frühen Progenitor-Zellen 
entsprechen, wurden HSCs über einen Zeitraum von sieben Tagen hinweg mit 
Knochenmark-Stromazellen ko-kultiviert. Die Auswertung erfolgte direkt über die in Kultur 
entstehenden hämatopoetischen Zellklone (cobble stone area-forming cells: CAFC) Dabei 
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verhält sich der Langzeiterhalt der Zellen proportional ihres repopulierenden Potenzials 
(Breems et al., 1994). 
FLT3-ITD-transduzierte Zellen bildeten bereits nach einer Woche CAFC aus (rote Pfeile in 
Abb. 3.10. A), wohingegen mit GFP-Virus-transduzierte Kontrollzellen nahezu keine CAFC 
bildeten.  
 
A       FLT3-ITD    GFP-Kontrolle   
            
 
B      
 
 
Abb.3.10: Einfluss von FLT3-ITD Mutationen auf die Bildung von zeitigen CAFC. (A) 
Lichtmikroskopische Aufnahmen von FLT3-ITD- und GFP-transduzierten CD34+ Progenitorzellen, die 
für 7 Tage auf bestrahlten M2-10B4-Stromazellen kultiviert wurden. FLT3-ITD-transduzierte Zellen 
bildeten bereits nach 7 Tagen CAFC aus (rote Pfeile). (B) Anzahl an CAFC von FLT3-ITD- und GFP-
Kontroll-transduzierten Zellen nach 7 Tagen dargestellt. FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen wiesen 
signifikant mehr CAFC auf als die GFP-transduzierten Kontrollzellen. Analysiert wurden jeweils vier 
unabhängige Spender-Proben und die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Mikroskops (**p<0,01). 
 
In Abbildung 3.10. B ist die Anzahl an CAFC von FLT3-ITD- und GFP-Kontroll-transduzierten 
Zellen nach einer Woche dargestellt. Die Auszählung der CAFC erfolgte unter dem 
Mikroskop. FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen wiesen signifikant mehr CAFC auf als die 
GFP-transduzierten Kontrollzellen (33,25 +/-8,65 vs. 3 +/-1,63; **p<0,01).  
100µm 100µm 
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3.1.10 Wirkung von CXCR4- und FLT3-Inhibitoren auf FLT3-ITD-Transgen-
positive Zellen in Flüssigkultur 
Um eine direkte Verbindung zwischen FLT3 und CXCR4 in hämatopoetischen CD34+ 
Progenitorzellen zu finden, erfolgte der Einsatz von spezifischen Inhibitoren gegen FLT3 und 
CXCR4. Dafür wurden der FLT3-Inhibitor PKC 412 und der CXCR4-Inhibitor AMD3100 
verwendet. Analysiert wurde die Proliferation und der Anteil an Transgen positiven Zellen. 
Dafür wurden aus Nabelschnurblut isolierte hämatopoetische CD34+ Progenitorzellen, mit 
FLT3-ITD- und CFP-Virusvektor transduziert und nach 48 Stunden über einen Zeitraum von 
12 Tagen in CD34-Medium kultiviert. FLT3-ITD- und CFP-Kontrollzellen wurden zu gleichen 
Teilen gemischt (jeweils 5x104 Zellen, in 6 Well Platten). Zudem wurden in verschiedenen 
Ansätzen die Inhibitoren PKC 412 und AMD3100 mit hinzugegeben. Die Analyse der 
Proliferation der jeweiligen Proben erfolgte unter dem Mikroskop. Dafür wurde eine 
Vitalfärbung mit Trypanblau durchgeführt und anschließend die Anzahl aller lebenden Zellen 
ermittelt. Der Anteil der Transgen-positiven Zellen wurde mit dem Durchflusszytometer 
gemessen.  
Durch diese Methoden konnten sowohl der prozentuale Anstieg der Proliferation (Abb. 3.11), 
als auch der Anteil der Transgen-positiven Zellen (Abb. 3.12 A und B) analysiert werden. Der 
Versuch wurde mit zwei unabhängigen Spendern durchgeführt. In den Abbildungen 3.11 A 
und B ist das Proliferationsverhalten aller lebenden Zellen sowohl für CFP-transduzierte 
Kontrollzellen (A) als auch für FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen (B) dargestellt. Die Zellen 
wurden sowohl mit als auch ohne Inhibitoren in CD34 Medium über einen Zeitraum von 12 
Tagen kultiviert. Der durchschnittliche prozentuale Anstieg der Proliferation mit den 
dazugehörigen Standardabweichungen befinden sich in Tabelle 6. Für FLT3-ITD-Transgen-
positive HSCs zeigte sich nach 3 Tagen eine 1,8-fach stärkere, nach Tag 7 eine 2,9-fach 
stärkere nach Tag 12 eine 4,8-fach stärkere Proliferation als für CFP-transduzierte 
Kontrollzellen. Innerhalb der Wachstumskurven für CFP-transduzierte Kontrollzellen zeigte 
sich kein signifikanter Unterschied nach der Zugabe von AMD3100 bzw. PKC 412 auf die 
Proliferation (Abb. 3.11 A). 
FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigten nach 7 Tagen signifikante Unterschiede 
zwischen der Kultivierung mit und ohne Inhibitoren (Abb. 3.11 B). Dabei proliferierten die 
Zellen ohne die Inhibitoren (255% +/-77,7) weitaus stärker als mit AMD3100 (5% +/-7) bzw. 
PKC 412 (100% +/-28,2). Folglich hemmen beide Inhibitoren das Wachstum von FLT3-ITD-
positiven Zellen. An den Tagen 3 und 12 gab es innerhalb der FLT3-ITD-positiven Zellen 
große Varianzen zwischen beiden Spendern in den Proliferationsraten, daher kamen keine 
signifikanten Ergebnisse zu Stande (Einzelwerte siehe Tabelle 6). 
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A       B 
 
Abb.3.11: Vergleich des prozentualen Anstiegs der Proliferation Transgen-positiver HSCs nach 
Zugabe von Inhibitoren in Flüssigkultur. (A) CFP-Kontroll-transduzierte Zellen werden nicht 
signifikant in ihrer Proliferation durch die Inhibitoren AMD3100 und PKC 412 gehemmt. (B) FLT3-ITD 
Transgen-positive Zellen werden an Tag 7 signifikant in ihrer Proliferation durch beide Inhibitoren 
gehemmt (**p<0,01, ***p<0,001). 
Tabelle 6: Durchschnittlicher prozentualer Anstiegs der Proliferation (Mittelwerte [%] und 
Standartabweichungen) 
Kultur 
Bedingungen 
Mittelwerte 
Tag 3 [%] 
SD  Mittelwerte 
Tag 7 [%] 
SD  Mittelwerte 
Tag 12 [%] 
SD  
FLT3-ITD 180 169,7 255 77,7 295 233,3 
FLT3-ITD+ 
AMD3100 
220 84,8 5 7,0 55 63,6 
FLT3-ITD+ 
PKC 412 
65 21,2 100 28,2 230 56,5 
CFP-Kontrolle 102 2,8 88 50,9 62 53,7 
CFP+AMD3100 112 118,7 76 11,3 24 5,6 
CFP+PKC 412 48 5,6 48 11,3 26 8,4 
 
In den Abbildungen 3.12 A und B ist der Anteil CFP- und FLT-ITD-GFP-Transgen-positiver 
Zellen über einen Zeitraum von 12 Tagen dargestellt. Dabei sind für CFP-transduzierte 
Kontrollzellen keine signifikanten Unterschiede mit und ohne Zugabe der Inhibitoren zu 
erkennen (Abb. 3.12 A). Es kommt im Allgemeinen zu einer Abnahme CFP-exprimierender 
Zellen (Anteil CFP-exprimierender Zellen: Tag 3: 51,9% +/-27,7; Tag 7: 34,8% +/-18,8 und 
Tag 12: 17,9% +/-10,5). AMD3100 scheint die Abnahme für CFP-positive Kontrollzellen zu 
verlangsamen (Anteil CFP-exprimierender Zellen nach AMD3100-Zugabe: Tag 3: 55,2% +/-
24,7; Tag 7: 51,3% +/-10,5 und Tag 12: 36,7% +/-35,2). PKC 412 hat keinen Einfluss auf 
CFP-positive Kontrollzellen (Anteil CFP-exprimierender Zellen nach PKC 412-Zugabe: Tag 
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3: 54,7% +/-27,7; Tag 7: 41,2% +/-21,5 und Tag 12: 23,1% +/-6,4). Die Abbildung 3.12 B 
zeigt, dass AMD3100 nach 12 Tagen einen signifikant inhibierenden Einfluss (*p<0,05) auf 
den Anteil FLT3-ITD-Transgen-positiver Zellen besitzt (Anteil FLT3-ITD-IRES-GFP-
exprimierender Zellen nach AMD3100-Zugabe: Tag 3: 18,4% +/-11,8; Tag 7: 14,0% +/-5,0 
und Tag 12: 5,7% +/-2,8). Ohne einen Inhibitor steigt der Anteil FLT3-ITD-Transgen-positiver 
Zellen über einen Zeitraum von 12 Tagen in CD34-Medium (Anteil FLT3-ITD-IRES-GFP -
exprimierender Zellen: Tag 3: 24,8% +/-17,1; Tag 7: 40,7% +/-19,8und Tag 12: 41,9% +/-
20,2). FLT3-ITD-positive Zellen reichern sich also in Gegenwart des CXCR4-Inhibitors nicht 
mehr an. PKC 412 zeigte keinen inhibierenden Einfluss auf den Anteil FLT3-ITD-
transduzierter Zellen (Anteil FLT3-ITD-IRES-GFP exprimierender Zellen nach PKC 412-
Zugabe: Tag 3: 22,1% +/-15,4; Tag 7: 31,3% +/-22,4 und Tag 12: 43,4% +/-16,3). 
 
A       B 
 
Abb. 3.12: Vergleich des prozentualen Anteils an Transgen-positiven HSCs nach Zugabe von 
Inhibitoren in Flüssigkultur. (A) Der Anteil CFP positiver Kontrollzellen nahm nach 12 Tagen ab. 
AMD3100 und PKC 412 hatten keinen inhibierenden Einfluss auf den Anteil an CFP-exprimierenden 
Zellen. (B) FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen reicherten sich geringfügig an, messbar durch die 
Änderung der GFP-Expression im Durchflusszytometer. AMD3100 Zugabe bewirkte nach 12 Tagen 
einen signifikanten Abfall der GFP-Expression im Vergleich zu den Zellen ohne AMD3100 (*p<0,05). 
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3.2 Rolle von AMD3100 auf transduzierte FLT3-ITD-Transgen-positive 
HSCs in Ko-Kultur 
Die Ergebnisse der vorliegenden Proliferationstests in Flüssigkultur lassen den Schluss zu, 
dass AMD3100 sowohl die Proliferation als auch die Anreicherung von FLT3-ITD-positiven 
Zellen hemmt. Um den inhibitorischen Effekt von AMD3100 auf die Proliferation von FLT3-
ITD-positiven Zellen näher zu untersuchen, wurden aus vier verschiedenen Einheiten 
Nabelschnurblut CD34+ hämatopoetische Progenitorzellen isoliert, wie bereits beschrieben, 
jeweils mit FLT3-ITD-Virus transduziert und die Zellen 48 h nach der Transduktion auf die 
Stromazelllinie M2-10B4 gegeben. Die hämatopoetischen Zellen wurden anschließend über 
einen Zeitraum von 7 Tagen mit unterschiedlichen AMD3100 Konzentrationen (0 µM-, 1 µM-, 
2,5 µM-, 5 µM-, 10 µM- und 20 µM- AMD3100) ko-kultiviert. Die hämatopoetischen Zellen 
wurden von den Stromazellen geerntet und mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer 
quantifiziert, wobei durch eine Vitalfärbung mit Trypanblau tote und lebendige Zellen 
voneinander differenziert werden konnten. Die Analyse der absoluten Zellzahlen lebender 
Zellen zeigte nach 7 Tagen Ko-Kultur, dass es eine dosisabhängige Hemmung auf die 
Proliferation FLT3-ITD-positiver Zellen gibt. Dafür erfolgte der direkte Vergleich der Proben 
ohne AMD3100 mit den unterschiedlichen AMD-Konzentrationen in FLT3-ITD-transduzierten 
HSCs. Die optimale AMD3100-Konzentration (Abb.3.13), bei der signifikante proliferative 
Unterschiede erkennbar waren (*p<0,05), lag bei 20 µM. Unter den genannten Bedingungen 
führte also die Anwesenheit von 20 µM AMD3100 zu einer Hemmung der Gesamtzellzahl 
lebender Zellen um das 3,8-fache. Daher wurden auch alle weiterführenden Experimente auf 
Grundlage dieser Konzentration durchgeführt.  
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Abb.3.13: Dosisabhängige Hemmung von AMD3100 auf die Proliferation von FLT3-ITD-
Transgen-positiven Zellen. Ko-Kultivierung von bestrahlten M2-10B4-Zellen und FLT3-ITD-
Transgen-positiven HSCs in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von AMD3100 (0 µM, 1 µM, 
2,5 µM, 5 µM, 10 µM und 20 µM) über einen Zeitraum von 7 Tagen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe 
einer Vitalfärbung mit Trypanblau und einer Neubauer-Zählkammer. 20 µM AMD3100 zeigten einen 
signifikant inhibierenden Proliferationseffekt *p<0,05. 
 
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass AMD3100 die Proliferation- und die Anreicherung 
von FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen hemmt. In einer weiteren Reihe von Experimenten 
wurde der inhibitorische Effekt von AMD3100 hinsichtlich der Proliferation, der Vitalität und 
der Anreicherung der Transgen-positiven Zellen untersucht. Dabei wurde ein verändertes 
Anlayseverfahren hinsichtlich der Proliferationsanalyse verwendet. Die Analyse und 
Auswertung erfolgte hier nur mit dem Durchflusszytometer. Gemessen wurden die 
Gesamtzahl aller Zellen und der Anteil an CFP- und GFP-positiven Zellen über einen 
definierten Zeitraum von einer Minute. Abbildung 3.14 beschreibt schematisch, wie die 
Analyse der bereits genannten Parameter erfolgte. Das Gate R1 in Abbildung 3.14 A 
begrenzt die lebenden humanen HSCs. Durch FSC- und SCC-Gating konnten die Zellen 
anhand ihrer Größe und Granularität unterschieden werden und somit die Anzahl an 
lebenden Zellen ermittelt werden. Die in Abbildung 3.14 B und C dargestellten Gates R2 und 
R3 spezifizieren humane CFP-Kontrollzellen (R2) und FLT3-ITD-GFP-positive Zellen (R3) 
und beziehen sich auf die in R1 befindlichen lebenden HSCs. Die Abbildung 3.14 B zeigt 
naive untransduzierte HSCs (Negativkontrolle). Es befinden sich somit keine positiven Zellen 
in den Gates R2 und R3. In Abbildung 3.14 C ist ein Beispiel für die prozentuale Verteilung 
des Gemisches aus CFP-Kontrollzellen (R2) und FLT3-ITD-GFP-positive Zellen (R3) 
dargestellt. Mit Hilfe des prozentualen Anteils beider Zellen konnten Rückschlüsse auf die 
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Proliferation unter identischen Kultivierungsbedingungen der jeweiligen Zellen gezogen 
werden. 
 
Abb.3.14: Messung der Proliferation von Transgen-positiven HSCs. Analysiert wurden die 
Proliferation und der Anteil CFP- und GFP-positiver Zellen mit Hilfe des Durchflusszytometers. (A) 
Repräsentative FACS-Analyse der unterschiedlich transduzierten Zellen. Das Gate R1 grenzt humane 
CD34+ Zellen ein, anhand der FSC/SSC-Charakteristik. (B) Die Gates R2 und R3 spezifizieren 
humane CFP- und GFP-Transgen-positive Zellen. In diesem Fall handelt es sich um die 
Negativkontrolle, bei der keine Zellen transduziert wurden. Daher sind keine Zellen in R2 und R3 zu 
erkennen. (C) Prozentualer Anteil von CFP-Kontrollzellen und FLT3-ITD-Transgen positiven Zellen. 
 
3.2.1 Hemmung der Proliferation von FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen 
mittels AMD3100 auf M2-10B4 und pMSC 
Mit Hilfe der Ko-Kultivierung von HSCs und MSCs besteht die Möglichkeit, die Umgebung im 
Knochenmark nachzuahmen und eine Aussage über das Potential von MSCs für die 
Unterstützung der Proliferation von HSCs zu bekommen. Auf diese Weise ist im Unterschied 
zu den Proliferationsexperimenten in Flüssigkultur nicht nur ein Austausch von löslichen 
Substanzen, sondern der Aufbau von Zell-Zell-Interaktionen gewährleistet. Dafür werden 
neben primären Zellen auch eine Reihe von Zelllinien verwendet. Die folgenden Ergebnisse 
beschreiben Ko-Kultivierungen von HSCs und Stromazellen, welche aus unterschiedlichen 
Spezies gewonnen wurden. Sie werden hinsichtlich ihrer Fähigkeit, die Proliferation der 
unterschiedlich transduzierten HSCs zu unterstützen, getestet. 
Die Abbildungen 3.15. A und B zeigen licht-mikroskopische Aufnahmen der Ko-Kultivierung 
der unterschiedlich transduzierten hämatopoetischen Zellen zusammen mit der murinen 
Stromazelllinie M2-10B4. Die Aufnahme wurde nach sieben Tagen der Ko-Kultur gemacht. 
Es ist deutlich zu erkennen, dass FLT3-ITD-positive Zellen (Abb. 3.15. B) wesentlich stärker 
proliferieren und somit deutlich dichter den Stromazelllayer besiedeln als CFP-transduzierte 
Kontrollzellen (Abb. 3.15. A).  
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Abb.3.15: Einfluss von FLT3-ITD-Mutationen auf die Proliferation auf M2-10B4.  
(A) Lichtmikroskopische Aufnahme von CFP-transduzierten CD34+ Progenitorzellen, die für 7 Tage 
auf bestrahlten M2-10B4-Stromazellen kultiviert wurden und von (B) FLT3-ITD-Transgen-positiven 
Zellen. FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen proliferierten deutlich stärker als CFP-transduzierte 
Kontrollzellen. 
 
Es zeigte sich, dass FLT3-ITD-Transgen-positive HSCs von vier verschiedenen Spendern 
auf den murinen Stromazellen M2-10B4 einen starken, statistisch signifikanten 
Wachstumsvorteil auswiesen im Vergleich zu CFP- transduzierten Kontrollzellen (Abb.3.16). 
So zeigte sich vor allem für den nicht-adhärenten Anteil von FLT3-ITD-Transgen-positiven 
Zellen ein signifikanter Wachstumsvorteil um das 1,9-fache an Tag 3, das 6,2-fache (*** p 
<0,001) an Tag 7 und das 11,6-fache (*** p <0,001) an Tag 12 (Tabelle 7) im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. Für adhärente Zellen ergab sich ein Wachstumsvorteil um das 1,7-fache für 
adhärente Zellen am Tag 7 für FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen und um das 3,3-fache (*** 
p <0,001) an Tag 12 gegenüber der Kontrollgruppe (Tabelle 7). 
100µm 100µm
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Tabelle 7: Durchschnittlicher prozentualer Anstieg der Proliferation (Mittelwerte [%] und 
Standardabweichungen) 
 Tag 3 Tag 7 Tag 12 
% ↑ Proliferation HSCs 
(Transgen positive Zellen) 
ohne 
AMD 
20µM 
AMD 
ohne 
AMD 
20µM 
AMD 
ohne 
AMD 
20µM 
AMD 
Mittelwerte [%] FLT3-
ITD 
96% 84% 794% 270% 766% 140% 
Standardabweichung 95,3 143,1 262,8 90 310,4 99,5 
Mittelwerte [%] CFP 52% 78% 128% 119% 66% 38% 
Standardabweichung 64,2 83,8 90,9 85,3 97,6 39 
Wachstumsvorteil von 
nicht adhärenten FLT3-
ITD- pos. gegenüber CFP- 
positiven Zellen  
1,9-fach 1-fach 6,2-fach 2,3-fach 11,6-fach 3,7-fach 
Mittelwerte [%] FLT3-
ITD 
  104%  454%  
Standardabweichung   112,9  263,1  
Mittelwerte [%] CFP   2,9%  39,6%  
Standardabweichung   57,1  66,3  
Wachstumsvorteil von 
adhärenten FLT3-ITD- 
positiven gegenüber CFP- 
positiven Zellen 
- - 1,7-fach 3,6-fach 3,3-fach 1,4-fach 
 
In Abbildung 3.16. A und B ist der relative Anstieg der Proliferation beider Zellarten in Bezug 
auf die initiale Zellzahl mit und ohne AMD3100 an Tag 1 dargestellt. Der 
Proliferationsanstieg bezieht sich also für jeden Messtag prozentual auf die eingesetzte 
Ausgangszellzahl. FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen (Abb. 3.16 B) induzieren nach 7 und 
12 Tagen eine signifikant höhere Wachstumsrate (*** p <0,001) als CFP-transduzierte 
Kontrollzellen (Abb. 3.16 A) auf M2-10B4. Dabei hat AMD3100 keinen Einfluss auf CFP-
transduzierte Kontrollzellen, denn für diese ergaben sich keine signifikanten Veränderungen 
hinsichtlich der Anzahl lebender Zellen. FLT3-ITD-Transgen-positive HSCs hingegen zeigten 
nach 7 und nach 12 Tagen einen höchst signifikanten Unterschied (*** p <0,001) im 
Proliferationsverhalten nach der Zugabe von AMD3100. AMD3100 hemmt also in einem 
hohen Maß die Proliferation von FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen, die sich auf den 
Stromazellen befinden. 
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Abb.3.16: Anstieg der Proliferation nicht adhärenter FLT3-ITD- und CFP-Transgen-positiver 
HSCs auf M2-10B4. (A) CFP-transduzierte Kontrollzellen zeigten keinen Unterschied für die 
Proliferation nach der Zugabe von AMD3100, gemessen über einen Zeitraum von 12 Tagen. (B) 
FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigten an den Tagen 7 und 12 eine signifikante Hemmung der 
Proliferation nach Zugabe von AMD3100 (*** p <0,001). 
 
Betrachtet man die Proliferation von nicht-adhärenten Zellen im Vergleich zu adhärenten 
Zellen (Abb. 3.17.) so ergab sich für nicht-adhärente CFP transduzierte Kontrollzellen eine 
Proliferation von 128% +/-90,9 an Tag 7 und von 66% +/-97,6 an Tag 12 im Vergleich zu 
adhärenten CFP transduzierten Zellen mit einer Proliferation von 2,9% +/-57,1 an Tag 7 und 
von 39,6% +/-66,3 an Tag 12 (Abb. 3.17 A). Dabei ergaben sich keine signifikanten 
Unterschiede im Proliferationsverhalten von nicht-adhärenten Zellen im Vergleich zu 
adhärenten Zellen. Nicht-adhärente FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen dagegen 
proliferierten am Tag 7 (794% +/- 262,8) signifikant stärker (* p <0,05) als adhärente FLT3-
ITD-Transgen-positive Zellen (104% +/-112,9) (Abb.3.17 B). Am Tag 12 zeigte sich kein 
signifikanter Unterschied (nicht adhärente Zellen mit 766% +/-310,4 gegenüber adhärenten 
Zellen mit 454% +/-263,1). 
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Abb.3.17: Vergleich der Proliferation nicht-adhärenter und adhärenter-Transgen-positiver HSCs 
auf M2-10B4. (A) CFP-transduzierte Kontrollzellen zeigten keinen Unterschied für die Proliferation 
adhärenter- und nicht-adhärenter Zellen nach 7 und 12 Tagen. (B) Nicht-adhärente FLT3-ITD-
Transgen-positive Zellen zeigten an Tag 7 eine signifikant höhere Proliferation als adhärente FLT3-
ITD-positive Zellen (* p <0,05). 
 
Neben der wachsenden Prozentzahl der FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen im Laufe der 
Zeit stieg ebenfalls die mittlere Fluoreszenzintensität FLT3-ITD-Transgen-positiver Zellen, 
gemessen durch die mittlere Fluoreszenzintensität des IRES verbundenen Fluoreszenz-
Proteins über die Zeit (37,13% +/-9,3 für die nicht-adhärente Zellfraktion und 29,02% +/-15,8 
für die adhärente Zellfraktion an Tag 3, 48,44% +/-10,1 – Anstieg um das 1,5-fache für die 
nicht-adhärente Zellfraktion und 41,53% +/-7,8 – Anstieg um das 1,7-fache für die 
adhärenten Zellen an Tag 7, 55,16% +/-10,2 – Anstieg um das 2,3-fache für die nicht-
adhärente Zellfraktion (* p <0,05) und 53,15% +/-9,2 – Anstieg um das 3,3-fache für 
adhärente Zellen (* p <0,05) (Tabelle 8)) im Vergleich zu kontrolltransduzierten Zellen (46,13 
% +/-14,4 für die nicht-adhärente Zellfraktion und 34,59% +/-31,2 für die adhärente 
Zellfraktion an Tag 3, 32,88% +/-9,9 für die nicht- adhärenten Zellen und 25,04% +/-14,1 für 
adhärente Zellen an Tag 7, 24,23% +/-14 für nicht-adhärente Zellen und 15,96% +/-8,8 für 
adhärente Zellen an Tag 12 (Tabelle 8)). In der Abbildung 3.18. ist die Expression der 
jeweiligen Transgene mit und ohne AMD3100 über den Zeitraum von 12 Tagen dargestellt. 
Dabei sind sowohl für FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen als auch für CFP-transduzierte 
Kontrollzellen keine signifikanten Unterschiede zwischen adhärenten (Abb. 3.18. C und D) 
und nicht-adhärenten Zellen (Abb. 3.18. A und B) zu erkennen. CFP-exprimierende 
Kontrollzellen reichern sich nicht an. AMD3100 verlangsamt den Rückgang CFP 
exprimierender Zellen, jedoch nicht signifikant (Abb. 3.18. A und C, Einzelwerte Tabelle 8).  
Die Abbildungen 3.18 B und D zeigen den Anteil adhärenter und nicht-adhärenter FLT3-ITD-
Transgen-positiver Zellen über einen Zeitraum von 12 Tagen. Dieser wird nach 12 Tagen der 
Ko-Kultivierung mit AMD3100 signifikant (* p <0,05) für die nicht-adhärente Zellfraktion (Abb. 
3.18 B) und auch signifikant (* p <0,05) für adhärente Zellen (Abb. 3.18 D, Einzelwerte 
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Tabelle 8) gemindert. FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen reichern sich in Gegenwart des 
CXCR4-Inhibitors AMD3100 nicht mehr an. 
 
A       B 
 
C       D 
 
Abb.3.18: Anteil adhärenter und nicht-adhärenter FLT3-ITD-Transgen-positiver Zellen und CFP-
transduzierten Kontrollzellen. (A) Der Anteil nicht-adhärenter CFP-transduzierter Kontrollzellen sinkt 
über einen Zeitraum von 12 Tagen und ist nicht abhängig von der Zugabe von AMD3100. (B) Der 
Anteil nicht-adhärenter FLT3-ITD-Transgen-positiver Zellen wird nach 12 Tagen signifikant durch 
AMD3100-Zugabe verringert (* p <0,05). (C) Der Anteil adhärenter CFP-transduzierter Kontrollzellen 
sinkt ebenfalls und ist unabhängig von der AMD3100-Zugabe. (D) Der Anteil adhärenter FLT3-ITD-
Transgen-positiver Zellen nach 12 Tagen signifikant durch AMD3100-Zugabe gemindert (* p <0,05). 
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Tabelle 8: Durchschnittlicher prozentualer Anteil Transgen-positiver Zellen (Mittelwerte [%], 
Standardabweichungen, MFI, Wachstumsvorteil) 
 Tag 3 Tag 7 Tag 12 
% Transgen Expression ohne 
AMD 
20µM 
AMD 
ohne 
AMD 
20µM 
AMD 
ohne 
AMD 
20µM 
AMD 
FLT3-ITD Expression nicht 
adhärenter Zellen 
37,13% 33,06% 48,44% 37,35% 55,16% 36,66% 
Standardabweichung 9,3 6,1 10,1 7,2 10,2 3,3 
CFP Expression nicht 
adhärenter Zellen  
46,13% 48,74% 32,88% 42,22% 24,23% 35,93% 
Standardabweichung 14,4 12,7 9,9 7,9 14 11,9 
Wachstumsvorteil nicht 
adhärenter FLT3-ITD pos. 
Zellen gegenüber CFP pos. 
Zellen (Transgen Expres.) 
- - 1,5-fach - 2,3-fach 1-fach 
MFI FLT3-ITD nicht 
adhärenter Zellen 
4380,2 3996,2 4377,1 3187,8 4571,8 4167,9 
 Standardabweichung 2832,7 2859,3 2716,9 2281,7 536,9 851,4 
MFI CFP nicht adhärenter 
Zellen 
8448,3 8877,5 5210,9 7203,4 4323,4 7157,1 
Standardabweichung 3384,9 2794,6 1115,6 1147,7 842,2 628,9 
Wachstumsvorteil nicht 
adhärenter FLT3-ITD pos. 
Zellen gegenüber CFP pos. 
Zellen (MFI) 
- - - - - - 
FLT3-ITD Expression 
adhärenter Zellen 
29,2% 29,89% 41,53% 34,18% 53,15% 28,67% 
Standardabweichung 15,8 13,3 7,8 4,04 9,2 7,3 
CFP Expression adhärenter 
Zellen 
34,59% 34,73% 25,04% 28,69% 15,96% 22,86% 
Standardabweichung 31,2 27 14,1 10,6 8,8 10 
Wachstumsvorteil 
adhärenter FLT3-ITD pos. 
Zellen gegenüber CFP pos. 
Zellen (Transgen Expres.) 
- - 1,7-fach 1,2-fach 3,3-fach 1,3-fach 
MFI FLT3-ITD adhärenter 
Zellen 
2754,1 2765,7 3869,4 3533,2 3816,3 4126,8 
Standardabweichung 1570,9 1866,7 2629,7 2952,3 2626,2 3596,2 
MFI CFP adhärenter 
Zellen 
4053,9 3900,5 3235,4 3481,3 2259,5 3162,5 
Standardabweichung 2971,2 2521,4 1984,5 1901,6 1031,6 1929,1 
Wachstumsvorteil 
adhärenter FLT3-ITD pos. 
Zellen gegenüber CFP pos. 
Zellen (MFI) 
- - - - - - 
 
Das Vermögen der Einwanderung und der langfristigen Wiederbesiedlung von HSCs in das 
Knochenmark ist vor allem vom weiteren Überleben dieser Zellen und von der Aufrecht-
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erhaltung ihrer proliferativen Fähigkeiten abhängig. Es zeigten sich immense Unterschiede in 
Vitalität der ko-kultivierten hämatopoetischen Zellen im Vergleich zu den in CD34-Medium 
kultivierten Zellen. Selbst nach 12 Tagen in Ko-Kultur sind noch ca. 64,8% +/-27,6 aller nicht 
ahärenten Zellen am Leben. Im Vergleich zur Kultivierung in CD34-Medium von 78,8% +/-3,8 
an Tag 3 sind an Tag 12 nur noch 23,1% +/-16,2 Zellen am Leben. In den Abbildungen 3.19. 
A und B ist jeweils der Anteil nich-adhärenter vitaler Zellen (71,6% +/-8,3 an Tag 3, 80,9% 
+/-4,9 an Tag 7 und 64,8% +/-27,6 an Tag 12) und adhärenter vitaler Zellen (23,5% +/-3,9 an 
Tag 3, 28,3% +/-6,7 an Tag 7 und 41,6% +/-16,8 an Tag 12) dargestellt. Wie sowohl für 
nicht-adhärente- (Abb. 3.19. A) als auch für adhärente Zellen (Abb. 3.19. B) zu erkennen ist, 
hat AMD3100 keinen signifikanten Einfluss auf das Überleben der unterschiedlich 
transduzierten Zellen. 
 
A       B 
 
Abb.3.19: Vitalität nicht-adhärenter und adhärenter Transgen-positiver HSCs unter Einwirkung 
von AMD3100. Analysiert wurde die Vitalität aller HSCs mit Hilfe des Durchflusszytometers. Die 
FACS-Analyse der Gemische aus den unterschiedlich transduzierten Zellen wurde anhand der 
FSC/SSC-Charakteristik durchgeführt. (A) Prozentualer Anteil der nicht-adhärenten lebenden Zellen. 
Die Zugabe von AMD3100 hat keinen signifikanten Einfluss auf die Vitalität der Zellen in Ko-Kultur. (B) 
Anteil vitaler, adhärenter Zellen in Prozent, mit und ohne Zugabe von AMD3100, zeigt keinen 
signifikanten Unterschied.  
 
Um eine Aussage darüber treffen zu können, ob humane primäre mesenchymale 
Stammzellen (pMSCs) potentiell besser als Feederzelllayer zur Ko-Kultivierung mit 
hämatopoetischen Stammzellen geeignet sind, wurden weitere Ko-Kulturversuche mit 
pMSCs durchgeführt. Parallel dazu wurde immer die murine Stromazelllinie M2-10B4 als 
Kontrolle mitgeführt, um die Unterstützung der Expansion der hämatopoetischen Zellen auf 
M2-10B4 mit der der Primärzellen vergleichen zu können. Dafür wurden humane primäre 
mesenchymale Stammzellen der Passage 3 verwendet. Für die durchgeführten 
vergleichenden Ko-Kulturversuche wurden drei verschiedene humane MSC-Spender 
ausgewählt. Durch diese Vorgehensweise sollte die Variabilität zwischen den 
unterschiedlichen MSC-Spendern untersucht werden, um überprüfen zu können, ob es 
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Unterschiede in der Expansion der hämatopoetischen Zellen geben kann. Bei den 
hämatopoetischen Zellen handelte es sich ebenfalls um frische, aus Nabelschnurblut 
isolierte, hämatopoetische Progenitorzellen, die sowohl mit dem CFP-Kontrollvektor als auch 
mit FLT3-ITD-IRES-GFP transduziert wurden.  
Die Abbildungen 3.20. A und B zeigen licht-mikroskopische Aufnahmen der Ko-Kultivierung 
FLT3-ITD-Transgen-positiver- und CFP-Kontroll-transduzierter Zellen auf pMSCs nach 7 
Tagen. Identisch zu den Kultivierungen auf M2-10B4 ist deutlich zu erkennen, dass FLT3-
ITD-positive Zellen (Abb.3.20. B) wesentlich stärker proliferiert sind und somit deutlich 
dichter den Stromazelllayer besiedeln als CFP-transduzierte Kontrollzellen (Abb.3.20. A). Im 
Vergleich zur Abbildung 3.15. ist aber auch zu erkennen, dass die transduzierten 
hämatopoetischen Zellen auf den pMSCs wesentlich stärker proliferieren als auf der murinen 
Stromazelllinie M2-10B4. Das hatte zur Folge, dass auch wesentlich mehr Zellen an den 
Zelllayer adhärierten und integrierten. Somit war eine Ko-Kultivierung von FLT3-ITD-
transduzierten Zellen über den Zeitraum von 12 Tagen hinaus nicht möglich. 
 
A           B 
  
Abb.3.20: Einfluss von FLT3-ITD-Mutationen auf die Proliferation auf pMSCs.  
(A) Lichtmikroskopische Aufnahme von CFP-transduzierten CD34+ Progenitorzellen, die für 7 Tage 
auf bestrahlten pMSCs kultiviert wurden und von (B) FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen. FLT3-ITD-
Transgen-positive Zellen proliferieren deutlich stärker als die CFP-Kontrollzellen. 
 
In Abbildung 3.21. A und B ist der relative Anstieg der Proliferation in Bezug auf die initiale 
Zellzahl an Tag 1 dargestellt. Der Proliferationsanstieg bezieht sich, wie schon in den 
vorangegangenen Experimenten, für jeden Messtag prozentual auf die eingesetzte 
Ausgangszellzahl. Die prozentuale Expansion von nicht-adhärenten FLT3-ITD Transgen-
positiven Zellen (Abb. 3.21. B) erreichte an Tag 3 562,5% +/-295,1, an Tag 7. 2067,5% +/-
415,9 und an Tag 12 1912,5% +/-639,1. Damit proliferierten FLT3-ITD-Transgen-positive 
Zellen höchst signifikant (*** p <0,001) stärker als CFP-transduzierte Kontrollzellen (Tag 3 
85% +/-117, an Tag 7. 145% +/-123,7 und an Tag 12 90% +/-75,7 (Abb. 3.21. A)). AMD3100 
zeigte nur für FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen einen signifikant wachstumshemmenden 
100µm 100µm 
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Effekt (nach Tag 7 915% +/-358,3 (*** p <0,001) und nach Tag 12 1370% +/-371,4 (** p 
<0,01)). 
A           B 
 
Abb.3.21: Anstieg der Proliferation nicht adhärenter FLT3-ITD- und CFP-Transgen-positiver 
HSCs auf pMSCs. (A) CFP-transduzierte Kontrollzellen zeigten keinen Unterschied für die 
Proliferation nach der Zugabe von AMD3100, gemessen über einen Zeitraum von 12 Tagen. (B) 
FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigten an den Tagen 7 und 12 eine signifikante Hemmung der 
Proliferation nach Zugabe von AMD3100 (** p <0,01; *** p <0,001). 
 
Aus den Abbildungen 3.11. bis 3.21. geht hervor, dass FLT3-ITD-Transgen-positive HSCs 
unter allen Kultivierungsbedingungen in einem Konzentrationsbereich gegenüber AMD3100 
empfindlich sind, der nicht zytotoxisch für die Zellen ist. Die GFP-transduzierten 
Kontrollzellen sind nicht von der Proliferations-hemmenden Wirkung von AMD3100 betroffen. 
Der Effekt von AMD3100 auf FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen ist in Ko-Kultur am 
stärksten zu verzeichnen. 
 
3.2.2 AMD3100-vermittelte Hemmung der Proliferation und des Zellzyklus von 
FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen, kultiviert auf M2-10B4  
Die CFSE-Färbung ist eine einfache und sehr sensitive Methode, um die Proliferation von 
Zellen genauer zu analysieren. Sie erlaubt es, spezifische Zellpopulationen sich teilender 
Zellen zu analysieren und sieben bis zehn aufeinander folgende Zellteilungen zu 
identifizieren. Die Färbung bleibt während der Zellteilung in den Zellen erhalten und wird an 
die Tochterzellen weitergegeben, wobei ihre Intensität halbiert wird.  
Im folgenden Experiment wurden FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen, bevor sie mit M2-10B4 
Stromazellen ko-kultiviert wurden, mit CFSE gefärbt (siehe 2.14). Verglichen wurden die 
Suspensionszellen, die sich auf dem Feederlayer befanden, mit adhärierten Zellen, die sich 
an bzw. im Feederlayer befanden. Diese eingewanderten Zellen zeigten in den vorherigen 
Experimenten eine ausgesprochen gute Vitalität. Im folgenden Experiment wurde untersucht, 
inwieweit sich Suspensionszellen und eingewanderte bzw. adhärierte Zellen auf ihre 
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Reaktivität bezüglich AMD3100 unterscheiden. Die Zellen wurden direkt nach der Färbung 
mit CFSE auf die murine Stromazelllinie M2-10B4 gegeben und für 5 Tage ohne und mit 
20µM AMD3100 ko-kultiviert. In die FACS-Analyse von CFSE wurden nur Zellen mit 
einbezogen, die auch GFP exprimierten. Durchgeführt wurde der Versuch mit drei 
unterschiedlichen Nabelschnurbluteinheiten. Wie in Abbildung 3.22. repräsentativ dargestellt, 
zeigte sich für alle FLT3-ITD-positive Zellpopulationen eine erhöhte Zellproliferation im 
Vergleich zu nicht-transduzierten Zellen. Im Speziellen zeigte sich eine erhöhte 
Zellteilungsrate sowohl für adhärente (Abb. 3.22 A) als auch für nicht-adhärente (Abb. 3.22 
B) FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen. Mit dem CXCR4-Antagonisten AMD3100 wurde die 
Proliferation der FLT3-ITD-positiven Zellen stark reduziert. Sowohl die eingewanderten 
Zellen als auch die nicht-adhärenten Zellen zeigten Zellfraktionen, die sich nicht einmal oder 
mehrmals geteilt haben. AMD3100 verstärkt diesen Effekt zusätzlich. Eine Blockade von 
CXCR4 hat demnach einen Einfluss auf die Zellteilung bzw. den Zellzyklus. Dieses Ergebnis 
steht im Einklang mit der signifikant reduzierten Proliferation FLT3-ITD-Transgen-positiver 
Zellen nach AMD3100-Zugabe. 
 
A adhärente Zellen           B nicht-adhärente Zellen 
     
Abb.3.22: Proliferation adhärenter- und nicht-adhärenter FLT3-ITD-Transgen-positiver HSCs auf 
M2-10B4. Analyse mittels Durchflusszytometrie (A) Proliferation der adhärierten- bzw. der bereits in 
den Stromazelllayer eingewanderten Zellen. Durch Zugabe von AMD3100 wurde die Proliferation der 
FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen stark reduziert. (B) Proliferation der Suspensionszellen auf M2-
10B4. Es konnte eine Hemmung der Zellteilung durch AMD3100 in FLT3-ITD-Transgen-positiven 
Zellen beobachtet werden. In die Analyse von CFSE wurden nur Zellen mit einbezogen, die auch GFP 
exprimierten. Durchgeführt wurde der Versuch mit drei unterschiedlichen Nabelschnurbluteinheiten 
(repräsentative Darstellung).  
+AMD 
  3100 +AMD 
  3100 
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3.2.3 Kein Effekt von AMD3100 auf die Apoptose von FLT3-ITD-Transgen-
positiven Zellen auf M2-10B4 
Es wurde in unterschiedlichsten Studien gezeigt, dass aktivierende Mutationen in 
Rezeptortyrosinkinasen anti-apoptotische und pro-proliferative Signalwege auslösen (Blume-
Jensen und Hunter, 2001; Vogelstein und Kinzler, 2004). Zur weiteren Charakterisierung 
wurde im Folgenden der Einfluss von AMD3100 auf den programmierten Zelltod in FLT3-
ITD-Transgen-positiven Zellen untersucht. Durchgeführt wurde der Versuch mit drei 
unterschiedlichen Nabelschnurblut-einheiten. Um apoptotische Zellen zu identifizieren, 
wurden die ko-kultivierten Suspensionszellen mit Annexin V und Propidium-Iodid gefärbt (vgl. 
2.11.4.). Analysiert wurde mit Hilfe des Durchflusszytometers. Wie die Abbildung 3.23. zeigt, 
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im Apoptoseverhalten zwischen FLT3-ITD-
Transgen-positiven (1,8% ohne AMD3100, 2,5% mit AMD3100) und CFP-Kontroll-
transduzierten Suspensionszellen (2,8% ohne AMD3100, 2,2% mit AMD3100). Es konnte 
tendenziell eine Erhöhung der Apoptoserate von FLT3-ITD-positiven Zellen in Kombination 
mit 20 µM AMD3100 verzeichnet werden. Der Versuch wurde mit fünf verschiedenen 
Spendern durchgeführt. Die Ergebnisse waren von Spender zu Spender sehr verschieden. 
 
Abb.3.23: Einfluss von AMD3100 auf die Apoptose von FLT3-ITD Transgen- positiven Zellen auf 
M2-10B4. FLT3-ITD- und CFP-transduzierte HSCs wurden nach Transduktion für 3 Tage auf M2-10B4 
kultiviert, anschließend mit AnnexinV und PI gefärbt und mit Hilfe des Durchflusszytometers analysiert. 
AnnexinV wurde in FL4 und PI in FL3 analysiert. Nur Transgen-positive Zellen wurden in die 
Auswertung mit einbezogen. Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen FLT3-ITD-
positiven und CFP-Kontroll-transduzierten Zellen. Es kann tendenziell eine Erhöhung der 
Apoptoserate von FLT3-ITD Zellen in Kombination mit 20 µM AMD3100 verzeichnet werden. 
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3.2.4 Hemmung der Bildung von CAFC FLT3-ITD-Transgen-positiver Zellen 
durch AMD3100 auf M2-10B4 
Um die Wirkung von AMD3100 auf die Klonalität von FLT3-ITD-positiven Zellen zu 
analysieren, wurden FLT3-ITD- und GFP-Kontroll-transduzierte Zellen über einen Zeitraum 
von 17 Tagen auf der murinen Stromazelllinie M2-10B4 ko-kultiviert.  
Übereinstimmend zu der CAFC-Analyse, die in der Abbildung 3.10. A dargestellt ist, zeigten 
auch hier FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen bereits nach einer Woche CAFC (Abb. 3.24. 
B), wohingegen GFP-Kontrollzellen nahezu keine CAFC aufwiesen (Abb. 3.24. A). Zusätzlich 
wurde in diesem Versuch AMD3100 zu den jeweiligen Zellen gegeben. In Abbildung 3.24. A 
und B ist die Anzahl an CAFC von FLT3-ITD- und GFP Kontroll-transduzierten Zellen, mit 
und ohne AMD3100 nach 17 Tagen dargestellt. Die Auszählung der CAFC erfolgte unter 
dem Mikroskop. 
Es konnte gezeigt werden, dass FLT3-ITD-Transgen-positive HSCs aus drei verschiedenen 
Spendern, ko-kultiviert auf der murinen Stromazelllinie M2-10B4, eine starke und statistisch 
signifikante Bildung von zeitigen CAFC im Vergleich zur Kontrolle (**p<0,01, ***p<0,001) 
aufwiesen (Tabelle 9). 
 
A           B 
 
Abb.3.24: Einfluss von AMD3100 auf die Bildung von CAFC in FLT3-ITD-Transgen-positiven 
HSCs. (A) Darstellung der gebildeten CAFC von transduzierten GFP-Kontrollzellen mit und ohne 
AMD3100. Es sind keine signifikanten Unterschiede nach Zugabe des Inhibitors zu erkennen (B) 
FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen bilden nach 3 Tagen erste CAFC. Nach 7 Tagen ist bereits ein 
höchst signifikanter Unterschied zwischen AMD3100-Zugabe und der Ko-Kultur ohne AMD3100 zu 
verzeichnen. Für FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigte sich ein signifikant höherer Anteil an zeitig 
gebildeten CAFC im Vergleich zu GFP-Kontrollzellen (** p <0,01; *** p <0,001). 
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Tabelle 9: CAFC in transduzierten HSCs (Mittelwerte und Standardabweichungen) 
Zeit FLT3-ITD FLT3-ITD 
+AMD3100 
GFP-Kontrolle GFP-Kontrolle 
+AMD3100 
Mittelwerte SD Mittelwerte SD Mittelwerte SD Mittelwerte SD 
Tag 3 12,5 3,54 2 0 0 0 0 0 
Tag 7 40 7,07 2,5 0,71 1 0 1 0 
Tag 12 55 7,07 22,5 3,54 13,5 2,121 14 4,243 
Tag 17 50 7,07 20 4,24 50,5 7,78 62,5 6,36 
 
3.2.5 FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigen eine signifikant höhere 
SOCS3-Expression 
Der Einfluss von FLT3-ITD auf SOCS3 wurde mittels RT-PCR analysiert (vgl. 3.1.7).Um zu 
untersuchen, ob SOCS3 in FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen in Ko-Kultur auf M2-10B4 
über einen Zeitraum von 12 Tagen hochreguliert wird, wurden SOCS3 mRNA-Level mit Hilfe 
von TaqMan-Analysen an den Tagen 3, 7 und 12 von kultivierten HSCs gemessen. 
Außerdem wurde die Wirkung von AMD3100 auf die Expression von SOCS3 beobachtet. Die 
Abbildung 3.25. A und B zeigt, dass SOCS3 signifikant über einen Zeitraum von 12 Tagen 
hochreguliert wurde in FLT3-ITD-IRES-GFP-transduzierten HSCs (Tag 3: R∆CT FLT3-ITD 
23,22 +/-0,7 gegenüber R∆CT GFP-Kontrolle 1,6 +/-0,71 = 14,5-fach; Tag 7: R∆CT FLT3-ITD 
25,9 +/-0,71 gegenüber R∆CT GFP-Kontrolle 6,94 +/-0,7 = 3,7-fach, Tag 12: R∆CT FLT3-ITD 
37,21 +/-0,7 gegenüber R∆CT GFP-Kontrolle 16,32 +/-0,7 = 2,3-fach), im Vergleich zu GFP 
kontrolltransduzierten Zellen (***p<0,001). Dabei steigert AMD3100 die SOCS3 Expression 
bei GFP-transduzierten Kontrollzellen an den Tagen 7 und 12 signifikant (Tag 3: R∆CT GFP-
Kontrolle 1,62 +/-0,71; Tag 7: R∆CT GFP-Kontrolle 18,42 +/-0,71; Tag 12: R∆CT GFP-
Kontrolle 29,07 +/-0,7 (***p<0,001)) und bei FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen hemmt es 
die Expression von SOCS3 signifikant (Tag 3: R∆CT FLT3-ITD 16,39 +/-0,71; Tag 7: R∆CT 
FLT3-ITD 2,59 +/-0,71; Tag 12: R∆CT FLT3-ITD 13,88 +/-0,64 (**p<0,01, ***p<0,001)). 
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A       B 
 
Abb.3.25: RT-PCR-Analyse der Expression von SOCS3 auf M2-10B4. (A) AMD3100 steigerte die 
Expression von SOCS3 in GFP kontrolltransduzierten Zellen. (B) FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen 
werden in ihrer SOCS3 Expression durch Zugabe von AMD 3100 gehemmt. Dargestellt ist die 
Expression von SOCS3 in Bezug auf die Expression des Housekeepinggens GAPDH (**p<0,01, 
***p<0,001). 
3.3 Einfluss der Inhibition von CXCR4 mittels AMD3100 auf primäre AML 
Blasten 
Bei allen bisher durchgeführten Experimenten wurden transduzierte FLT3-ITD-positive 
hämatopoetische Progenitorzellen mit gesunden, GFP enthaltenden hämatopoetischen 
Progenitorzellen verglichen. Um eine Aussage über die Wirkung von AMD3100 auf Zellen zu 
bekommen, die das FLT3-wt Gen exprimieren, wurden zusätzlich Versuche mit primären 
AML-Blasten auf M2-10B4 durchgeführt. Bei diesen Zellen handelt es sich um Blasten, die 
im Rahmen von routinediagnostischen Untersuchungen von Patienten mit klinischer 
Diagnose einer AML in der Medizinischen Klinik I der Universitätsklinik Dresden entnommen 
wurden. Die Genehmigung für die Entnahme und die Verwendung dieser Zellen im Rahmen 
von klinischen Studien liegt vor. Periphere Leukämiezellen wurden bereits von Mitarbeitern 
der Medizinischen Klinik I der Universitätsklinik in Dresden kryokonserviert und 
freundlicherweise von Prof. Bornhäuser und Prof. Thiede zur Verfügung gestellt. 
3.3.1 AMD3100 inhibiert die Proliferation FLT3-ITD-positiver Zellen 
Alle Proliferationsversuche erfolgten in Ko-Kultur auf murinen M2-10B4. Um den 
inhibitorischen Effekt von AMD3100 auf die Proliferation von FLT3-wt und FLT3-ITD-
positiven Blasten näher zu untersuchen, wurden die Zellen auf den Feederzelllayer gegeben 
und für 21 Tage mit und ohne AMD3100 ko-kultiviert. Die Blasten wurden, identisch zu den 
Experimenten mit HSCs, von den Stromazellen geerntet und mit Hilfe einer Neubauer-
Zählkammer quantifiziert, wobei durch eine Vitalfärbung mit Trypanblau tote und lebendige 
Zellen voneinander differenziert werden konnten. Die Analyse des prozentualen Anstieges 
lebender Zellen zeigte nach 21 Tagen der Ko-Kultur (Abb. 3.26. A und B), dass AMD3100 
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einen signifikanten Einfluss auf die Proliferation von FLT3-ITD-positiven Blasten hat. Unter 
den genannten Bedingungen führte also die Anwesenheit von 20µM AMD3100 zu einer 
Hemmung der Gesamtzellzahl lebender FLT3-ITD-positiver Blasten. FLT3-wt-positive 
Blasten expandieren nicht so stark wie FLT3-ITD-positive Blasten. Es ist auch kein 
signifikanter AMD3100-Effekt auf FLT3-wt Blasten zu verzeichnen. Sie proliferieren 
geringfügig schlechter in Anwesenheit von AMD3100. Nach 21 Tagen der Ko-Kultur zeigte 
sich also für nicht-adhärente FLT3-ITD positive Blasten ein Wachstumvorteil von 1,4 bis 1,8 
für fünf Spender auf M2-10B4 im Vergleich zu nicht-adhärenten FLT3-wt-AML-Blasten aus 
fünf Spendern (Abb.3.26. A und B). Die adhärenten Fraktionen von Blasten wurden nicht auf 
das Zellwachstum untersucht.  
 
A           B 
   
Abb.3.26: Anstieg der Proliferation nicht-adhärenter FLT3-ITD- und FLT3-wt-positiver AML-
Blasten auf M2-10B4. (A) FLT3-wt Blasten zeigten keinen signifikanten Unterschied für die 
Proliferation nach der Zugabe von AMD3100, gemessen über einen Zeitraum von 21 Tagen. (B) 
FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen zeigten an Tag 21 eine signifikante Hemmung der Proliferation 
nach Zugabe von AMD3100 um das 3,2-fache (***p<0,001). 
 
3.3.2 FLT3-ITD-positive Blasten zeigen verstärkte Zellteilung – Inhibierung 
dieser mittels AMD3100 
Um eine genauere Aussage auf die Wirkung von AMD3100 auf die Zellteilung der AML-
Blasten zu bekommen, wurde zusätzlich zu den Proliferationsanalysen durch Zellzahl-
bestimmung eine Zellteilungsanalyse anhand einer CFSE-Färbung durchgeführt. Dabei kam 
es ebenfalls zu einer erhöhten Zellteilung für FLT3-ITD-positive AML-Blasten, im Vergleich 
zu Blasten mit dem FLT3-wt-Gen (Abb. 3.27. A und B). Es zeigte sich außerdem eine 
erhöhte Zellteilungsrate für die nicht-adhärenten FLT3-ITD-AML-Blasten (Abb. 3.27. B) im 
Vergleich zu FLT3-wt-AML-Blasten (Abb. 3.27. A). Durch die Zugabe des CXCR4-
Antagonisten AMD3100 zur Blockierung von CXCR4/SDF-1-vermittelten Signalwegen 
konnte festgestellt werden, dass die Proliferation der FLT3-ITD-positiven Blasten im 
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Vergleich zu den Ko-Kulturen ohne AMD3100 stark reduziert wurde (Abb. 3.27. B). Im 
Gegensatz dazu wurde die Proliferation der FLT3-wt-Zellen nicht durch die CXCR4 
Hemmung beeinflusst (Abb. 3.27. A).  
 
A nicht-adhärente FLT3-wt Blasten       B nicht-adhärente FLT3-ITD Blasten 
 
Abb.3.27: Durchflusszytometrische Analyse der Zellteilung nicht-adhärenter FLT3-wt- und 
FLT3-ITD-positiver Blasten auf M2-10B4. (A) Zellteilung der nicht- adhärierten FLT3-wt-positiven 
Blasten mit (----) AMD3100 und ohne ( — ) AMD3100. Durch Zugabe von AMD3100 wurde die 
Proliferation der FLT3-wt-Blasten nicht beeinflusst. (B) Zellteilung der nicht-adhärenten FLT3-ITD-
Blasten auf M2-10B4. Es konnte eine Hemmung der Zellteilung durch AMD3100 in FLT3-ITD-
Transgen-positiven Zellen beobachtet werden. Durchgeführt wurde der Versuch mit drei 
unterschiedlichen Spenderpaaren (repräsentative Darstellung).  
 
3.3.3 Hemmung der Bildung von CAFC FLT3-ITD-positiver Blasten durch 
AMD3100 auf M2-10B4 
Um die Wirkung von AMD3100 auf die Klonalität der Blasten zu testen, wurden die Zellen 
über eine Zeitraum von 32 Tagen auf murinen M2-10B4 ko-kultiviert. Die Auswertung 
erfolgte direkt über die in Kultur entstehenden hämatopoetischen Zellklone (cobblestone 
area-forming cells: CAFC). Wie schon bei den Analysen der CAFC bei transduzierten HSCs, 
zeigten auch hier FLT3-ITD-positive Blasten bereits nach einer Woche CAFC (Abb. 3.28. B), 
wohingegen FLT3-wt-positive Blasten nahezu keine zeitigen CAFC aufwiesen (Abb. 3.28. A). 
Zusätzlich wurde auch in diesem Versuch 20 µM AMD3100 zu den jeweiligen Zellen 
gegeben. Die Auszählung der CAFC erfolgte unter dem Mikroskop. FLT3-ITD-positive 
Blasten wiesen nach 7 bis 12 Tagen signifikant mehr CAFC auf als die FLT3-wt-Blasten 
(Tabelle 10). Aus Abbildung 3.28. B geht deutlich hervor, dass AMD3100 bereits nach 7 
Tagen die Bildung von CAFC hemmt. Nach 12 Tagen kann man sogar von einer höchst 
signifikanten (***p<0,001) Unterdrückung der Bildung von CAFC sprechen. FLT3-wt-Blasten 
bildeten erst nach 12 Tagen erste CAFC aus (Abb. 3.28. A). Im Gegensatz zu FLT3-ITD- 
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positiven Blasten scheint AMD3100 einen positiven Effekt nach 32 Tagen auf die Bildung 
von CAFC der FLT3-wt-positiven Blasten zu haben. 
 
A           B 
   
Abb.3.28: Einfluss von AMD3100 auf die Bildung von CAFC in AML-Blasten (A) Darstellung der 
gebildeten CAFC von FLT3-wt-Blasten mit und ohne AMD3100. Es waren keine signifikanten 
Unterschiede nach Zugabe des Inhibitors zu erkennen (B) FLT3-ITD-Transgen-positive Zellen bildeten 
nach 3 Tagen erste CAFC. Nach 7 Tagen war bereits ein höchst signifikanter Unterschied zwischen 
AMD3100 Zugabe und der Ko-Kultur ohne AMD3100 zu verzeichnen. Für FLT3-ITD-Blasten zeigte 
sich ein signifikant höherer Anteil an zeitig gebildeten CAFC im Vergleich zu FLT3-wt- Zellen (* p 
<0,05; *** p <0,001). 
 
Tabelle 10: Gebildete CAFC in AML-Blasten (Mittelwerte und Strandardabweichungen) 
Zeit FLT3-ITD FLT3-ITD 
+AMD3100 
FLT3-wt FLT3-wt 
+AMD3100 
 Mittelwerte SD Mittelwerte SD Mittelwerte SD Mittelwerte SD 
Tag 3 21,3 21,3 0,75 1,5 0 0 0 0 
Tag 7 59 25,2 7,75 11,6 9,8 3,8 8,5 4,2 
Tag 12 23,8 6,1 8,5 2,4 17,5 7,3 13,5 4,7 
Tag 17 38 17,8 18,5 5 74,8 12,7 83,3 27,2 
 
3.3.4 FLT3-ITD-Blasten zeigen eine signifikant höhere SOCS3-Expression 
AML-Blasten wurden für 12 Tage auf murinen M2-10B4 ohne und mit 20 µM AMD3100 ko-
kultiviert. Anschließend wurde durch RT-PCR das Expressionsmuster der mRNA von 
SOCS3 von jeweils sechs verschiedenen humanen Spendern analysiert, sowohl für FLT3-
ITD- als auch für FLT3-wt-positive Blasten. 
Die Abbildungen 3.29. A und B zeigen, dass SOCS3 signifikant an Tag 7 hochreguliert 
wurde (*p<0,05), in FLT3-ITD positiven Blasten (Tag 7: R∆CT FLT3-ITD 19 +/-10,2 
gegenüber R∆CT FLT3-wt 4,1 +/-2,7 = 4,6-fach) (Tabelle 11). 
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A           B 
 
Abb.3.29: RT-PCR-Analyse der Expression von SOCS3 von AML-Blasten auf M2-10B4. FLT3-
ITD-positive Blasten exprimierten nach Tag 7 4,6 fach mehr SOCS3 als FLT3-wt-Blasten (*p<0,05). 
(A) SOCS3 Expression in FLT3-wt Blasten mit und ohne 20 µM AMD3100. (B) FLT3-ITD-positive 
Blasten wurden in ihrer SOCS3-Expression durch Zugabe von AMD3100 gehemmt. Dargestellt ist die 
Expression von SOCS3 in Bezug auf die Expression des Housekeepinggens GAPDH. 
Tabelle 11: R∆CT Werte in AML-Blasten (Mittelwerte und Strandardabweichungen) 
Zeit FLT3-ITD FLT3-ITD 
+AMD3100 
FLT3-wt FLT3-wt 
+AMD3100 
Mittelwerte SD Mittelwerte SD Mittelwerte SD Mittelwerte SD 
Tag 3 8,7 3,8 6,8 2,9 2,7 1,7 2,1 1,9 
Tag 7 19,0 10,2 8,3 1,9 4,1 2,7 1,6 0,7 
Tag 12 4,6 1,8 3,3 0,9 0,6 0,2 0,4 0,1 
 
  Diskussion 
93 
4 Diskussion 
Im Rahmen dieser Arbeit konnten Erkenntnisse über die Wirkung einer FLT3-ITD-
Überexpression auf die Proliferation und Migration, sowie ihr Einfluss auf die Expression 
verschiedener Signalmoleküle in humanen FLT3-ITD-positiven HSCs und in FLT3-ITD- und 
FLT3-wt-positiven Blasten gewonnen werden. Zudem wurde in An- und Abwesenheit einer 
zellulären Mikroumgebung ihre Reaktion auf die Hemmung von CXCR4 analysiert. Mit Hilfe 
der retroviralen Vektor-Transduktion wurde eine beispiellose Überexpression des humanen 
Transgens FLT-ITD von mehr als 80% aus Nabelschnurblut isolierten, hämatopoetischen 
Vorläuferzellen erreicht (Abb. 3.3 A). 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Hemmung von CXCR4 die zellulären 
Wechselwirkungen von Stromazellen und leukämischen Zellen behindert. Somit scheint sich 
eine funktionelle Bedeutung von CXCR4 bei AML zu bestätigen. 
4.1 FLT3-ITD-positive Zellen aktivieren verschiedene Signalwege 
Die Analyse der Aktivität von FLT3-ITD-untergeordneten Signalwegen dient der Kontrolle der 
Funktionalität des vorliegenden Versuchsmodels und dem Finden möglicher Parallelen zu 
CXCR4-abhängigen Signalwegen. Wie zuvor beschrieben wurde, führt der Erwerb von 
FLT3-ITD-Mutationen zur Autophosphorylierung und somit zu einer konstitutiven Aktivierung 
des Rezeptors (Hayakawa et al., 2000; Yamamoto et al., 2001). FLT3-ITD ist unabhängig 
von einer physiologischen Aktivierung durch die Bindung des FLT3-Liganden. Korrelierend 
zu vorherigen Studien konnte gezeigt werden (Abb.3.4), dass eine Überexpression des 
FLT3-ITD-Transgens in einer konstitutiven Aktivierung von STAT5, STAT3, ERK1/2 und Akt 
resultiert (Hayakawa et al., 2000; Mizuki et al., 2000; Spiekermann et al., 2003). 
Gegenstand weiterer Untersuchungen war es, die Bedeutung der JAK/STAT (janus kinase/ 
signal transducer and activator of transcription) Signalkette zu untersuchen, um 
Rückschlüsse auf die zelluläre Funktion der in FLT3-ITD konstitutiv aktiven Proteine STAT5 
und STAT3 ziehen zu können. Ein möglicher Mechanismus, die JAK/STAT-Signalkaskade 
zu regulieren, bieten die Suppressor of cytokine signaling (SOCS) Proteine. Diese 
intrazellulären Proteine können durch Zytokine induziert werden und sind direkte Zielgene 
des JAK/STAT Signalweges. Sie regulieren die Signaltransduktion der JAK/STAT-
Signalkaskade als induzierbare Feedback-Inhibitoren (Yoshimura et al., 1995; Starr et al., 
1997; Endo et al., 1997; Naka et al., 1997). 
Soriano et al. beschreiben 2002, dass ein aktivierter JAK/STAT Signalweg zu einer 
Translokation von STAT-Molekülen in den Kern führt und dadurch eine verstärkte Expression 
von SOCS3 zu beobachten ist. SOCS3 ist ebenfalls in der Lage, intrazellulär an CXCR4 zu 
binden. Diese Interaktion wird durch eine Rezeptordimerisierung ermöglicht, welche durch 
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die Bindung des Liganden SDF-1 induziert wird (Soriano et al., 2002). In der vorliegenden 
Arbeit zeigte sich eine signifikant hochregulierte Expression von SOCS3 in den 
transduzierten FLT3-ITD-positiven HSCs (Abb. 3.8). Die Konsequenz der verstärkt 
aktivierten STAT-Proteine in FLT3-ITD-positiven Progenitorzellen könnte mit einer 
verstärkten SOCS3-Expression zusammenhängen. Schuringa et al. zeigten 2000, dass 
SOCS3 in Bezug auf die konstitutive STAT3/STAT5-Phosphorylierung in FLT3-ITD-positiven 
Zellen hoch reguliert ist (Schuringa et al., 2000).  
 
4.2 Die Rolle der CXCR4/SDF-1-Achse in AML-Zellen 
Mehrere neuere Veröffentlichungen deuten auf eine Wechselwirkung zwischen dem 
mutierten FLT3-ITD-Rezeptor und dem Chemokin-Rezeptor CXCR4 hin. Wie auch gesunde 
HSCs besitzen AML-Zellen, die CXCR4 auf der Oberfläche tragen, die Fähigkeit SDF-1 zu 
binden. AML-Zellen zeigen eine höhere zytoplasmatische Expression von CXCR4, darunter 
auch Zellen, die kein oder nur wenig CXCR4 auf der Oberfläche exprimieren (Tavor et al., 
2004). Diese Ergebnisse korrelieren mit den in dieser Arbeit generierten Messungen der 
CXCR4 Expression. Dabei war die Oberflächenexpression von CXCR4 bei FLT3-ITD-
positiven HSCs signifikant geringer als die der GFP-transduzierten Kontrollzellen (Abb. 3.5). 
Die Gesamtexpression hingegen unterschied sich nur geringfügig. Die Expression von 
CXCR4 im Inneren der Zellen ist somit bei FLT3-ITD-positiven HSCs höher als bei gesunden 
HSCs. Darüber hinaus wurde bereits gezeigt, dass die CXCR4 Oberflächenexpression sehr 
variabel ist, und in vitro mit der SDF-1-induzierten transendothelialen Migration korreliert 
(Möhle et al., 1998; Möhle et al., 2000). Eine hohe CXCR4-Expression in leukämischen 
Zellen wirkt sich negativ auf das Gesamtüberleben und die Rezidivrate bei Patienten mit 
AML aus (Spoo et al., 2007; Konoplev et al., 2007). Die Oberflächenexpression von CXCR4 
ist ein dynamischer Prozess und wird durch viele Faktoren reguliert (Tavor und Petit, 2010). 
So wurde beschrieben, dass sie z. B. durch Proteasen u. a. Elastase herunter reguliert wird, 
die sowohl CXCR4 als auch SDF-1 im Prozess der Mobilisierung degradiert (Petit et al., 
2002). Da AML-Zellen abnormal hohe Elastase-Level sezernieren, die die SDF-1- und die 
CXCR4-Expression reduzieren, könnte dieses proteolytische Enzym den Austritt der 
leukämischen Zellen aus dem Knochenmark in das periphere Blut unterstützen (Tavor et al., 
2005). 
Bei AML-Zellen mit einer Längenmutation der Rezeptor-Tyrosinkinase FLT3 (FLT3-ITD) 
führen die abweichenden Signalwege zu einer fehlerhaften Regulation, was mit den 
schlechten Prognosen korreliert. Wiederum verbessern z. B. Pax5/TEL-Fusionsproteine die 
CXCR4/SDF-1-Signaltransduktion, indem sie CXCR4 auf der Oberfläche der Zellen hoch 
regulieren (Fukuda et al., 2005; Rombouts et al., 2004; Fazio et al., 2008). Dieser Effekt 
könnte durch erhöhte PIM1-Kinase-Level hervorgerufen werden, die die Zelloberflächen- 
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Reexpression von CXCR4 aus einem internen Pool vermittelt, indem sie CXCR4 
phosphoryliert (Grundler et al., 2009). Die Dynamik der Oberflächenexpression von CXCR4 
auf HSCs, die aus einem stetigen Wechsel zwischen Internalisierung und Reexpression des 
Rezeptors aus einem internen Pool hervorgeht, ist scheinbar in AML-Zellen fehlreguliert, um 
die SDF-1-Signaltransduktion an den Tumor anzupassen (Rubin, 2009). Umgekehrt aktiviert 
der CXCR4/SDF-1-Signalweg mehrere Signalkaskaden, die bei Leukämien im Vergleich zu 
normalen HSCs häufig fehlreguliert sind. Dazu zählen z.B. PI3K/AKT-, MAPK- und 
NFkappaB-Wege (Petit et al., 2005; Juarez et al., 2007; Scupoli et al., 2008) (Abb. 4.1). Die 
zahlreichen Publikationen zeigen, dass der CXCR4/SDF-1-Signalweg in der AML eng in 
Verbindung mit anderen abweichenden Signalkaskaden steht und offenbar synergistisch mit 
diesen effizient die Aufrechterhaltung von Leukämien fördert (Tavor und Petit, 2010). 
 
 
Abb.4.1: FLT3-ITD- und CXCR4-vermittelte Signaltransduktionswege. Vereinfacht dargestellt ist 
die G-Protein-vermittelte Signaltransduktion der CXCR4/SDF-1-Achse (----). FLT3-ITD-positive AML-
Zellen scheinen mit Hilfe verschiedener Mechanismen die CXCR4-Signalwege unabhängig von SDF-1 
zu beeinflussen (----) (Zeng et al., 2006). Dabei resultiert die Überexpression des FLT3-ITD-
Transgens in einer konstitutiven Aktivierung von STAT5, STAT3, ERK1/2 und Akt (Hayakawa et al., 
2000; Mizuki et al., 2000; Spiekermann et al., 2003). 
 
Im Gegensatz zu den zuvor veröffentlichten Daten zu murinen Zelllinien (Fukuda et al., 2005) 
wurde innerhalb dieser Arbeit gezeigt, dass FLT3-ITD-positive humane HSCs im Vergleich 
zu FLT3-wt- bzw. kontrolltransduzierten humanen HSCs eine deutlich reduzierte Migration 
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zum CXCR4-Liganden SDF-1 aufweisen (Abb. 3.6). Das reduzierte Migrationspotenzial steht 
im Einklang mit der bereits beschriebenen signifikant niedrigeren CXCR4-Expression in 
FLT3-ITD-positiven Zellen (Abb. 3.5).  
Bereits veröffentlichte Berichte beschreiben, dass der Erwerb von ITD-Mutationen im FLT3-
Gen ein verstärktes Wachstum in verschiedenen Zelllinien hervorruft (Spiekermann et al., 
2003; Yamamoto et al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine 
Überexpression des FLT3-ITD-Transgens in CD34+ HSCs erst nach 12 Tagen ein signifikant 
höheres Wachstums induziert (Abb. 3.9 A). Es konnte kein signifikanter Unterschied 
hinsichtlich der Anreicherung GFP-exprimierender Zellen zwischen FLT3-ITD- und GFP-
transduzierten Zellen festgestellt werden (Abb. 3.9 B). 
Um eine direkte Verbindung zwischen FLT3 und CXCR4 bezüglich der Proliferation von 
hämatopoetischen CD34+ Progenitorzellen zu finden, erfolgte der Einsatz von spezifischen 
Inhibitoren gegen FLT3 bzw. CXCR4. Dafür wurde die Wirkung des FLT3-Inhibitors PKC 412 
auf FLT3-ITD-transduzierte HSCs getestet. Basierend auf voran gegangenen Studien, die 
beschreiben, dass die Expression von CXCR4 in der FLT3-ITD-positiven AML mit schlechten 
Prognosen für die Patienten korreliert (Rombouts et al., 2004) und dass der Zusatz von 
CXCR4-Antagonisten die Chemotherapie-Sensitivität von FLT3-ITD-positiven AML-Blasten 
fördert (Zeng et al., 2006), wurde außerdem der CXCR4-Inhibitor AMD3100 in die 
Proliferationsexperimente mit integriert. AMD3100 zerstört die physiologische Bindung von 
SDF-1 zu CXCR4, indem es als kompetitiver Antagonist mit SDF-1 um die Bindung an 
CXCR4 konkurriert (Flomenberg et al., 2005; Lapidot et al., 2002). 
Die Ergebnisse der vorliegenden Proliferationstests in Flüssigkultur lassen den Schluss zu, 
dass AMD3100 sowohl die Proliferation als auch die Anreicherung von FLT3-ITD-positiven 
Zellen hemmt (Abb. 3.11; Abb. 3.12). AMD3100 zeigt, dass es einen signifikant 
inhibierenden Einfluss (*p<0,05) auf den Anteil FLT3-ITD-Transgen-positiver Zellen besitzt, 
im Vergleich zu Zellen, die ohne einen Inhibitor kultiviert wurden. Bei einer Kultivierung ohne 
AMD3100 steigt der Anteil FLT3-ITD-Transgen-positiver Zellen über den 
Kultivierungszeitraum in Medium an. FLT3-ITD-positive Zellen reichern sich in Gegenwart 
des CXCR4-Inhibitors AMD3100 nicht mehr an. Im Gegensatz dazu zeigt der FLT3-Inhibitor 
PKC 412 keinen inhibierenden Einfluss auf den Anteil FLT3-ITD-positiver HSCs (Abb. 3.12). 
Wie bereits in verschiedenen Untersuchungen zum Wirkmechanismus von AMD3100 gezeigt 
wurde, hindert es über eine Blockierung von CXCR4 SDF-1 an einer Bindung. Somit kommt 
es zu einer Mobilisierung der hämatopoetischen Stammzellen (Donzella et al., 1998; Gerlach 
et al., 2001; Hendrix et al., 2000). Um möglichst nah am hämatopoetischen System zu 
bleiben, erfolgten alle weiteren Versuche in Ko-Kultur mit Stromazellen. Dafür wurde 
vorzugsweise die adhärente, murine Stromazelllinie M2-10B4 verwendet. Da es sich bei den 
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hämatopoetischen Progenitorzellen um humane Zellen handelt, wurde auch der direkte 
Vergleich mit humanen primären mesenchymalen Stromazellen (pMSC) hinzugezogen. 
Die evaluierten Daten dieser Arbeit stehen im Gegensatz zu bereits veröffentlichten 
Berichten, bei denen eine verstärkte Migration FLT3-ITD-positiver muriner Zellen in vitro 
beschrieben wurde (Fukuda et al., 2005). Die niedrigen CXCR4-Expressionslevel und die 
gleichzeitig hochregulierte SOCS3-Expression in FLT3-ITD-positiven HSCs bestätigen die 
reduzierte Migrationskapazität von FLT3-ITD-positiven Zellen in dieser Studie. Darüber 
hinaus wiesen transduzierte FLT3-ITD-positive humane HSCs, verglichen mit humanen 
kontrolltransduzierten HSCs, ein stark reduziertes Homing zum Knochenmark von NOD/ 
SCID-Mäusen (Abb. 3.7) auf. Dies wurde bereits in primären murinen hämatopoetischen 
Zellen mit einer FLT3-ITD-Überexpression und in Ba/F3-Zellen gezeigt (Fukuda et al., 2006). 
 
4.3 Der Einfluss der Mikroumgebung auf AML-Zellen 
Die Identifizierung von Faktoren, die im Zusammenhang mit der Chemoresistenz von AML-
Zellen stehen und die durch die Mikroumgebung des Knochenmarks vermittelt werden, ist 
nach wie vor nicht ausreichend bekannt. Dabei spielen diese Faktoren eine wichtige Rolle 
hinsichtlich der chemoresistenten leukämischen Zellen, die häufig in den Nischen des 
Knochenmarks bestehen bleiben. 
Um den Einfluss einer in vitro-geschaffenen Mikroumgebung auf AML-Zellen zu analysieren, 
wurden unabhängige CD34+ HSC-Spender aus sechs Nabelschnurbluteinheiten verwendet, 
um Ko-Kultivierungsversuche von FLT3-ITD-überexprimierenden HSCs auf der bestrahlten 
murinen Stromazelllinie M2-10B4 oder auf primären MSC durchzuführen. Dabei wurde ein 
beträchtlich größerer Wachstumsvorteil von FLT3-ITD-positiven Zellen im Vergleich zu GFP-
transduzierten Kontrollzellen auf M2-10B4-Zellen (Abb. 3.15; Abb. 3.16) und auf pMSCs 
(Abb. 3.20; Abb. 3.21) verzeichnet. Dieser Wachstumsvorteil zeigte sich sowohl bei 
adhärierten als auch bei nicht adhärierten Zellen, die sich im Überstand der Ko-Kultur 
befanden (Abb. 3.17). Zusätzlich zeigten FLT3-ITD-positive HSCs eine Anreicherung des 
FLT3-ITD-Transgens (Abb. 3.18) verglichen mit kontrolltransduzierten HSCs.  
Dabei könnte der Einfluss von SDF-1, der durch die HSC-umgebenden Stromazellen 
produziert wird, eine entscheidende Rolle spielen. SDF-1 ist sowohl in normalen HSCs als 
auch in leukämischen Zellen ein multifunktionelles Zytokin. Neben der Steuerung der 
Zellbewegung (Chemotaxis) reguliert SDF-1 das Überleben der Zelle, die Proliferation, den 
Zellzyklus und die Fähigkeit leukämische Vorläuferzell-Kolonien zu bilden (Liesveld et al., 
2007; Tavor et al., 2008; Jacobi et al., 2010). Eine Reihe von Studien hat zum einen gezeigt, 
dass die Anheftung an Stromazellen im Knochenmark essentiell für das Überleben, die 
Proliferation und die Chemotherapie-Resistenz von AML-Zellen ist (Bendall et al., 1994; 
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Konopleva et al., 2002). Trotzdem ist die unmittelbare Wirkung von SDF-1 auf das Überleben 
von AML-Zellen umstritten und noch weitgehend unklar. 
Analog zu den Experimenten in Flüssigkultur wurde der CXCR4-Inhibitor AMD3100 für 
verschiedene Fragestellungen in die Ko-Kultivierungsexperimente integriert. In unter-
schiedlichen Veröffentlichungen wurde gezeigt, dass eine verlängerte Behandlung mit 
CXCR4-Antagonisten die Proliferation verlangsamt und das Überleben von AML-Zellen in 
Abwesenheit von Stromazellen vermindert (Tavor et al., 2004; Tavor et al., 2008). Im 
Gegensatz zu diesen Studien wurden in der vorliegenden Arbeit keine wesentlichen 
Auswirkungen von AMD3100 auf die Zellproliferation oder das Überleben der FLT3-wt-AML-
Blasten beobachtet (Jacobi et al., 2010). Es wurde auch in einer weiteren Studie gezeigt, 
dass die Inhibition von CXCR4 die Proliferation FLT3-ITD mutierter HSCs, nicht aber von 
FLT3-wt-AML-Zellen während der Ko-Kultivierung auf Stromazellen hemmt (Liesveld et al., 
2007). In Abwesenheit von Stromazellen wurde zusätzlich festgestellt, dass AMD3100 die 
Bildung von Kolonie-bildenden Einheiten (CFUs), nicht aber die Proliferation von 
leukämischen Zellen hemmt. 
In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls für alle Ko-Kultivierungsexperimente CXCR4 
durch AMD3100 blockiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass der direkte Zell-Zell-Kontakt 
die AML-Zellen vor dem Zelltod bewahrt. Wie 2008 in der Arbeit von Zeng et al. beschrieben 
wurde, unterdrückt die CXCR4 Inhibition Signalwege, die für das Überleben FLT3-mutierter 
Zellen eine Rolle spielen könnte (Zeng et al., 2008). Dabei war nach Zugabe des CXCR4-
Inhibitors AMD3100 zu der Ko-Kultur ein signifikant inhibierender Effekt auf den 
Wachstumsvorteil von FLT3-ITD-Transgen-positiven Nabelschnurblut-HSCs zu verzeichnen 
(Abb. 3.16; Abb. 3.21). Sowohl die eingewanderten Zellen (Abb. 3.22 A) als auch die nicht-
adhärierten Zellen (Abb. 3.22 B) zeigten Zellfraktionen, die sich nicht geteilt haben. 
AMD3100 verstärkt diesen Effekt zusätzlich und wirkt somit auf die Zellteilung. Dieses 
Ergebnis steht im Einklang mit der signifikant reduzierten Proliferation FLT3-ITD-Transgen-
positiver Zellen nach AMD3100-Zugabe. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass 
das reduzierte Zellwachstum von FLT3-ITD-positiven Zellen durch eine verminderte 
Zellproliferation und nicht infolge erhöhter Apoptose oder Nekrose hervorgerufen wird (Abb. 
3.19; Abb. 3.23). 
In den hier dargelegten Ko-Kultivierungsexperimenten wurde ebenfalls das Adhäsions-
verhalten von FLT3-ITD-Transgen-positiven Zellen im Vergleich zu kontrolltransduzierten 
HSCs beobachtet. Normalerweise adhärieren primäre humane CD34+ HSCs innerhalb 
weniger Stunden (1-3 Stunden) an die Feederlayerschicht von M2-10B4 bzw. pMSCs und 
schaffen zunächst eine CAFC-ähnliche Haftung. Diese Art der Adhäsion mit der Bildung 
sogenannter cobble stone area-forming cells (CAFC) ist charakteristisch für HSCs. Die 
Zellen, die unter die Stromazellen kriechen, sind abgeflacht und im Phasenkontrast 
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Mikroskop morphologisch gut zu unterscheiden. Dabei wurde eine verstärkte Bildung von 
CAFCs bei FLT3-ITD-positiven HSCs im Vergleich zu den kontrolltransduzierten HSCs auf 
M2-10B4 beobachtet (Abb. 3.10; Abb. 3.24). Der Mechanismus könnte durch die Interaktion 
von CXCR4 und α4β1-Integrinen vermittelt werden (Burger et al., 2003). Da AMD3100 
Signaltransduktionswege von CXCR4 blockiert, zeigte sich eine starke Hemmung der 
Ausbildung von zeitigen CAFCs. Die gefundenen Ergebnisse zeigen, dass die Hemmung 
von CXCR4 die zellulären Wechselwirkungen von Stromazellen und leukämischen Zellen 
behindert. Somit scheint sich eine funktionelle Bedeutung von CXCR4/SDF-1 bei AML zu 
bestätigen. Gestützt wird diese Vermutung durch die Tatsache, dass AMD3100 einen 
signifikant inhibierenden Effekt auf die Ausbildung von CAFCs von FLT3-ITD-Transgen-
positiven Nabelschnurblut-HSCs in Stroma geschützten Langzeitkulturen hatte (Abb. 3.24), 
nicht jedoch auf die gesunden Kontrollzellen. Wie gezeigt wurde, ergab sich eine signifikant 
hochregulierte Expression von SOCS3 in den transduzierten FLT3-ITD-positiven HSCs (Abb. 
3.8) in Medium. Ähnlich verhielten sich mutierte FLT3-ITD-positive HSCs in Ko-Kultur. Sie 
exprimierten ebenfalls höhere SOCS3 Level im Vergleich zu kontrolltransduzierten HSCs 
(Abb. 3.25). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass durch die Zugabe von 
AMD3100 die Expression von SOCS3 in transduzierten FLT3-ITD-positiven HSCs (Abb. 3.25 
B) signifikant herunter reguliert wird und in gesunden HSCs signifikant erhöht wird (Abb. 3.25 
A). Schuringa et al. zeigte 2000, dass SOCS3 in Bezug auf die konstitutive STAT3/STAT5-
Phosphorylierung in FLT3-ITD-positiven Zellen hoch reguliert ist (Schuringa et al., 2000). 
STAT5, getestet in Vorversuchen, wurde in transduzierten FLT3-ITD-positiven HSCs und 
Kontroll-HSCs durch Zugabe von AMD3100 jedoch nicht reguliert (Abb. 6.2). SOCS3 muss 
also ebenfalls durch die CXCR4/SDF-1-Achse reguliert sein. Es wurde bereits beschrieben, 
dass SOCS3 in der Lage ist, an CXCR4 zu binden (Soriano et al., 2002). Diese Interaktion 
wird durch eine Rezeptordimerisierung ermöglicht, welche durch die Bindung des Liganden 
SDF-1 induziert wird. AMD3100 inhibiert die Bindung von SDF-1 und somit vermutlich auch 
die SDF-1-vermittelte Interaktion mit SOCS3.  
Die Hemmung der Signaltransduktion der CXCR4/SDF-1-Achse durch AMD3100 in FLT3-
ITD-positiven Zellen relativiert den starken proliferativen Effekt und die Bildung von CAFCs, 
der durch die FLT3-ITD-Mutation ausgeübt wird und die synergistische Wirkung von CXCR4 
und FLT3-ITD in AML-Zellen herab setzt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die 
Hemmung von CXCR4 die zellulären Wechselwirkungen von Stromazellen und 
leukämischen Zellen behindert. Somit scheint sich eine funktionelle Bedeutung von CXCR4/ 
SDF-1 bei AML zu bestätigen. 
Nichts desto trotz unterstreichen die bisher publizierten unterschiedlichen Ergebnisse, dass 
das Überleben der AML-Zellen sowohl in vivo, als auch in vitro auf Stromazellen, äußerst 
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komplex ist und von Wechselwirkungen mit anderen Wachstumsfaktoren und Zytokinen in 
der Mikroumgebung des Knochenmarks abhängt. 
4.4 Wirkung des CXCR4 Inhibitors AMD3100 auf primäre AML-Blasten 
Die hemmende Wirkung von AMD3100 auf die Proliferation, den Zellzyklus, die Bildung von 
CAFCs und die Hemmung der SOCS3-Expression FLT3-ITD-Transgen-positiver humaner 
HSCs in Ko-Kulturen auf M2-10B4 oder pMSCs implizierte, dieses Modell auch mit primären 
humanen FLT3-wt- und FLT3-ITD-positiven AML-Blasten zu testen. 
Dabei zeigten FLT3-ITD-positive AML-Blasten aus fünf Patienten ein ebenfalls deutlich 
verstärktes Zellwachstum auf pMSC sowie eine vermehrte Bildung von zeitigen CAFC im 
Vergleich zu FLT3-wt-AML-Blasten (Abb. 3.26; Abb. 3.28). Die Hemmung der 
Signaltransduktion der CXCR4/SDF-1-Achse durch AMD3100 in FLT3-ITD-positiven Blasten 
relativierte ebenfalls den starken proliferativen Effekt auf die AML-Blasten. Im Gegensatz zu 
den Studien von Tavor et al. von 2007 und 2008, wurden in dieser Arbeit keine wesentlichen 
Auswirkungen von AMD3100 auf die Zellproliferation oder das Überleben der FLT3-wt-AML-
Blasten beobachtet (Tavor et al., 2007; Tavor et al., 2008). Die CXCR4-Hemmung hatte 
somit keinen Einfluss auf die Zellteilungsrate und die Proliferation von FLT3-wt-AML-Blasten 
(Abb. 3.27 A, Abb. 3.26 A). Dafür senkte AMD3100 die Zellteilung und somit die Proliferation 
von FLT3-ITD-positiven AML-Blasten (Abb. 3.27 B; Abb. 3.26 B). 
Wie schon bei den voran gegangenen Ko-Kultivierungsexperimenten zeigten FLT3-ITD-
positive AML-Blasten eine verstärkte Bildung von CAFCs im Vergleich zu FLT3-wt-AML-
Blasten auf pMSCs (Abb. 3.28). AMD3100 bewirkte einen signifikant inhibierenden Effekt auf 
die Ausbildung von CAFCs FLT3-ITD-positiver AML-Blasten auf pMSCs (Abb. 3.28 B). Es 
hatte jedoch keinen Einfluss auf FLT3-wt-AML-Blasten (Abb. 3.28 A). Möglicherweise hängt 
die konträre Wirkung von AMD3100 von der unterschiedlichen subzellulären Lokalisation von 
FLT3-wt und FLT3-ITD ab. Die veränderte subzelluläre Lokalisation ist ein möglicher 
Mechanismus, der durch die Aktivierung verschiedener Signalmoleküle bestimmte 
Signaltransduktionswege unterschiedlich reguliert (Koch et al., 2008). 
Rombouts et al. zeigten 2004, dass die CXCR4-Expression in CD34+ Blasten ein starker 
negativer Prognosefaktor für FLT3-ITD-positive AML ist (Rombouts et al., 2004). Auf der 
Grundlage dieser Ergebnisse mit der Maus-Zelllinie 32D erwies sich die CXCR4-
Signaltransduktion als ein wichtiger Überlebensfaktor, weil sie die myeloische 
Differenzierung blockiert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass im humanen System 
das Inhibieren der CXCR4/SDF-1-Signalachse selektiv das Zellwachstum von FLT3-ITD-
positiven HSCs reduziert, ohne Apoptose zu induzieren. Die CXCR4-Signaltransduktion 
scheint eine Voraussetzung für die starke Proliferation von FLT3-ITD-positiven AML-Blasten 
zu sein. Trotz der allgemeinen Abnahme der CXCR4-Expression, die in FLT3-ITD-positiven 
Zellen beobachtet wurde, selektierte sich eine kleine Population von Blasten mit der 
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höchsten CXCR4-Expression im Laufe der Zeit und repräsentierte den aggressiveren 
Phänotyp der AML-Blasten. 
Es wurde bereits gezeigt, dass durch das Inhibieren von CXCR4 ein Homing- und 
Engraftment-Defekt der AML-Blasten resultiert. Darüber hinaus wurde vor kurzem die 
erfolgreiche Mobilisierung der Leukämiezellen bei Patienten mit fortgeschrittener AML 
nachgewiesen (Fierro et al., 2008). Dieses Vorgehen erlaubt das Verdrängen leukämischer 
Zellen aus der schützenden Mikroumgebung, um sie für zusätzlich einzusetzende 
Chemotherapeutika zugänglich zu machen. Im Einklang mit dieser Arbeit haben andere 
Gruppen bereits den Beweis dafür erbracht, dass AMD3100 die Chemoresistenz von 
leukämischen Zellen überwindet, vermittelt durch die Mikroumgebung des Knochenmarks. 
Zusätzlich wurde gezeigt, dass eine Hemmung von CXCR4 synergistische Effekte auf die 
Chemotherapie aufweist (Zeng et al., 2008; Liesveld et al., 2007; Juarez et al., 2007; Nervi et 
al., 2008). In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikant hochregulierte Expression von 
SOCS3 in mutierten FLT3-ITD- im Vergleich zu FLT3-wt-positiven AML-Blasten demonstriert 
(Abb. 3.29). AMD3100 hatte dabei sowohl auf FLT3-ITD-positive AML-Blasten als auch auf 
FLT3-wt-positive AML-Blasten keinen signifikanten Einfluss. 
Neben der sensibilisierenden Wirkung von AMD3100 für eine Chemotherapie kann die 
antiproliferative Wirkung von AMD3100 auf FLT3-ITD-positive AML-Blasten eine Begründung 
für diese Strategie bei Patienten mit fortgeschrittener und rezidivierender FLT3-ITD-positiven 
AML über einen längeren Zeitraum sein (Hendrix et al., 2004). Ein langsameres 
Fortschreiten in Situationen, in denen aggressive Therapien z. B. bei älteren Patienten 
notwendig sind, ist dennoch nicht garantiert. Neuartige zielgerichtete Therapien, die selektiv 
Leukämie-Progressionen unterdrücken und mit den leukämischen Nischen interagieren, 
könnten zu einer weiteren Verbesserung der Ergebnisse an ausgewählten Patienten führen. 
 
4.5 Blockierung der CXCR4/SDF-1-Achse als Therapie gegen AML 
Obwohl die meisten Leukämiepatienten zunächst auf eine Chemotherapie ansprechen, wird 
das krankheitsfreie Überleben in nur 10-40 % der Fälle erreicht, vor allem aufgrund von 
Rezidiven. Offenbar tötet die Chemotherapie die Mehrzahl sich schnell teilender Tumorzellen 
ab, hat aber auf eine kleine, nicht nachweisbare Anzahl von Zellen keinen Effekt. Das 
Unvermögen diese Zellen zu eliminieren, kann eine Ursache für Rückfälle nach einer 
Chemotherapie sein. Ein Ansatz zur Eliminierung dieser Zellen könnte zum einen die 
Modifizierung der gezielten Selbsterneuerung, zum anderen die Veränderung von speziellen 
Überlebenswegen, die für leukämische Zellen notwendig sind, aber nicht für normale HSCs, 
wie PI3K/ PTEN/ AKT/ mTOR, Ras/ Raf/ MEK/ ERK-oder NFkappaB sein (McCubrey et al., 
2008). 
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Eine andere Möglichkeit wäre, die leukämischen Zellen gezielt in der multifunktionalen 
CXCR4/SDF-1-Achse zu modifizieren. Durch die Steuerung leukämischer Zellbewegung, 
ihrer Adhäsionsfähigkeit oder ihres Überlebens- und Differenzierungspotentials könnte die 
zielgerichtete Veränderung von SDF-1-vermittelten Signalwegen eine mögliche Strategie für 
die Behandlung von AML sein. 
Einige CXCR4-Antagonisten, wie das in dieser Arbeit verwendete AMD3100, sind potente 
Stammzellmobilisierer, weshalb sie einen massiven Austritt von leukämischen Zellen aus 
dem Knochenmark induzieren (Tavor und Petit, 2010). Dennoch induziert eine Blockierung 
der CXCR4-Delokalisationen den Verlust des Ruhestadiums der Stammzellen (quiescence) 
und eine Veränderungen im Phänotyp. Bisherige Studien an Mäusen haben gezeigt, dass 
eine Unterbrechung der Interaktion zwischen AML-Zellen und der Knochenmark-
Mikroumgebung mit CXCR4-Antagonisten (AMD3100 oder AMD3465) die Mobilisierung von 
AML-Zellen in den Blutkreislauf induziert. Somit wurde eine verbesserte Sensibilisierung der 
Zellen gegen Chemotherapeutika oder FLT3-Inhibitoren und ein verlängertes Überleben der 
Tiere nachgewiesen (Nervi et al., 2009; Zeng et al., 2009). Klinische Studien zeigten 
außerdem, dass AMD3100 allein oder in Kombination mit G-CSF rasch HSCs mobilisiert. 
Darüber hinaus wurde mit Hilfe von AMD3100 vor kurzem die erfolgreiche Mobilisierung 
leukämischer Zellen bei Patienten mit fortgeschrittener AML nachgewiesen (Fierro et al., 
2008), und es wurde bereits als Mittel für die Mobilisierung bei HSC-Transplantationen 
genehmigt. Vor kurzem wurde interessanterweise beschrieben, dass AMD3100- und G-SCF-
mobilisierte Vorläuferzellen primitiver sind und ein höheres Repopulationspotential besitzen 
als Vorläuferzellen, die nur mit G-SCF mobilisiert wurden (Fruehauf et al., 2009).  
Eine Kombination einer Behandlung mit AMD3100 und G-SCF mit einer Chemotherapie 
könnten daher von therapeutischem Nutzen bei AML sein. 
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5 Zusammenfassung 
Interne Tandemduplikation (ITD)-Mutationen des FLT3-Rezeptors sind mit einer hohen 
Inzidenz von Rückfällen bei akuter myeloischer Leukämie (AML) verbunden. Die Expression 
des CXCR4-Rezeptors in FLT3-ITD-positiven AML-Blasten ist mit schlechten Prognosen für 
die Patienten verbunden. Die Blockierung von CXCR4 führt zu einer Sensibilisierung von 
AML-Blasten gegenüber einer Chemotherapie. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden primäre Blasten von Patienten mit FLT3-ITD oder FLT3-wt-
AML verwendet. Darüber hinaus wurden humane CD34+ hämatopoetische Vorläuferzellen 
(HSCs) bis zu 80% mit retroviralen Vektoren transduziert, die ein humanes FLT3-ITD-
Transgen beinhalteten. Im Gegensatz zu früheren Daten von murinen Zellen wurde in dieser 
Arbeit gezeigt, dass eine Überexpression des FLT3-ITD-Transgens in humanen HSCs eine 
signifikant reduzierte Migration zu SDF-1-in vitro aufweist. Dies spiegelte sich außerdem in 
einem reduzierten Knochenmark-Homing in NOD/SCID-Mäusen wider. 
Ko-Kultivierungsexperimente von sowohl FLT3-ITD-positiven AML-Blasten als auch von 
FLT3-ITD-positiven HSCs auf Stromazellen des Knochenmarks führten zu einem 
signifikanten Proliferationsvorteil und zu erhöhten zeitigen CAFCs im Vergleich zu FLT3-wt-
AML-Blasten bzw. zu kontrolltransduzierten HSCs. Die Zugabe des CXCR4-Inhibitors 
AMD3100 zeigte während der Ko-Kultur eine deutliche Reduktion der Proliferation und von 
CAFCs bei FLT3-ITD-positiven Zellen, aber nicht bei FLT3-wt-Blasten. Zusammenfassend 
liefert diese Studie den Beweis für eine Stroma-vermittelte Resistenz von FLT3-ITD-positiven 
HSCs und Blasten. Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass die Hemmung von 
CXCR4 die zellulären Wechselwirkungen von Stromazellen und leukämischen Zellen 
behindert. Somit bestätigt sich eine funktionelle Bedeutung der CXCR4/SDF-1-Achse bei 
AML. 
Um die Kontrolle über leukämische Zellen und ihre Proliferation zu bekommen, könnte die 
Hemmung von CXCR4 eine neue therapeutische Strategie bei Patienten mit fortgeschrittener 
FLT3-ITD-positiver AML sein. 
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6 Anhang 
 
    FLT3-ITD Sequenzfragment 
dublizierte FLT3 Sequenz     originale FLT3Sequenz 
...GAT TTC AGA GAA TAT GAA TAT GAT CAC GTT GAT TTC AGA GAA TAT GAA TAT GAT… 
   1797bp               1850bp 
Abb. 6.1: Sequenzanalyse der klonierten FLT3-ITD-Mutation. Die cDNA zeigt eine Dublikation von 
24 Nukleotiden bei 1797bp die durch sechs zusätzliche Nukleotide von der originalen FLT3-Sequenz 
getrennt werden. 
 
 
A          B 
 
Abb. 6.2: STAT5-Expression unter Zugabe von AMD3100 in FLT3-ITD-positiven HSCs. Die 
Analyse von STAT5 erfolgte durch die Messung der MFI mit dem Durchflusszytometer. STAT5 wurde 
in transduzierten FLT3-ITD-positiven HSCs und Kontroll-HSCs durch Zugabe von AMD3100 nicht 
reguliert. 
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